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 RESUMEN 

La especie Agave brittoniana T. subsp. brachypus es endémica de la región central del país y se le 

reconocen un conjunto de metabolitos que le confieren actividad antiparasitaria, antiinflamatoria y 

antifúngica. El mayor por ciento de estos metabolitos lo constituyen las saponinas, las cuales son 

reconocidas por su toxicidad en los organismos. Sin embargo, poco se ha investigado en relación a su 

influencia en el material genético. Por ello, el objetivo de este trabajo consistió en evaluar el potencial 

genotóxico de la administración de un extracto butanólico de esta especie,  utilizando el  Ensayo de 

Micronúcleos de Médula Ósea y de Sangre Periférica en ratones balb/c de ambos sexos administrados 

durante 14 días por vía oral a dosis repetidas (1 y 5 mg/Kg). Como control positivo fue utilizado la 

Ciclofosfamida, mutágeno altamente empleado en los estudios de este tipo. Además, se analizó el peso 

corporal como variable de salud. En el ensayo de micronúcleos, el extracto no resultó citotóxico, no 

aumentó la frecuencia de células en médula ósea con micronúcleos, ni la frecuencia de reticulocitos 

micronucleados en sangre periférica. Aun así, el extracto administrado a 5mg/Kg evidenció una 

tendencia hacia los valores del control positivo. De forma general, el comportamiento del peso corporal 

de los ratones fue el esperado para el modelo y el extracto. Los resultados demostraron que el extracto 

butanólico de Agave brittoniana T. subsp. brachypus no es genotóxico para ninguno de los dos ensayos 

aplicados según las condiciones de laboratorio, las dosis evaluadas y el modelo seleccionado. 

 

Palabras Claves: agave, genotoxicidad, médula ósea, micronúcleos, sangre periférica. 

 

 

 



Abstract 

    

II 

 

ABSTRACT 

The species Agave brittoniana T. subsp. brachypus, is endemic to central region of the country and it is 

recognized a set of metabolites that give anti-parasitic, anti-inflammatory and antifungal activity. The 

highest percentage of these metabolites is the saponins, which are known for their toxicity to 

organisms. However, little has been investigated in relation to their influence on the genetic material. 

Therefore, the aim of this work was to evaluate the genotoxic potential of the administration of a 

butanol extract of this species, using the micronucleus assay bone marrow and peripheral blood in 

balb/c mice of both sexes administered for 14 days to repeated oral doses (1 and 5 mg/Kg). As positive 

control was used Cyclophosphamide, highly mutagen used in studies of this type. In addition, body 

weight like health variable was analyzed. In the micronucleus test, the extract was not cytotoxic, did 

not increase the frequency of bone marrow cells with micronuclei, and the frequency of micronucleated 

reticulocytes in peripheral blood. Still, the extract administered to 5 mg/Kg evidenced a trend toward 

the values of the positive control. In general, the behavior of the body weight of mice it was expected 

for the model and extract. The results showed that the butanol extract of Agave brittoniana T. subsp. 

brachypus is not genotoxic in any tests applied under laboratory conditions, the doses evaluated and 

selected model. 

Keywords: agave, bone marrow, genotoxicity, micronucleus, peripheral blood 
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CAPÍTULO 1. INTRODUCCIÓN 

La principal importancia de la Medicina Natural se evidencia a través del tratamiento de la persona y 

no solamente de la enfermedad. Generalmente, los químicos usados en la elaboración de medicamentos 

curan un padecimiento en un corto periodo de tiempo pero pueden perjudicar otros órganos sensibles 

del cuerpo, por lo que su uso constante no siempre es recomendable. La utilización de la medicina 

natural frente a su alternativa química, se remonta a muchos siglos antes de que apareciera la ciencia y 

para muchas personas representa una opción viable en el tratamiento de enfermedades poco peligrosas. 

Los agaves forman parte de las plantas ampliamente utilizadas en el tratamiento de dolencias. De ellos 

se destaca su utilización en el tratamiento de gastritis y úlceras debido a sus propiedades antisépticas 

externas e internas, disminuye los niveles de colesterol y triglicéridos, mejora la eliminación de toxinas 

en el cuerpo y se recomienda su uso en la tuberculosis, enfermedades hepáticas y la ictericia. En Cuba, 

se han identificado 18 especies, siendo el Agave brittoniana T. endémica de la región central del país y 

que cuenta con las subespecies A. brittoniana T. subsp. spirituana  y A. brittoniana T. subsp. 

brachypus. (CECMED, 2012).  

La legislación actual exige que, previamente al registro y comercialización, se evalúe la seguridad de 

todo tipo de producto, por lo que resulta imprescindible utilizar ensayos de toxicidad en biomodelos 

experimentales con el fin de predecir su comportamiento en humanos. Sin dudas, una buena parte de 

estos productos están vinculados a fármacos y productos naturales que se utilizan en el tratamiento de 

enfermedades. Como parte de los estudios de toxicidad, se desarrollan los ensayos de genotoxicidad 

debido a la necesidad de determinar el grado de daño al material genético que pueda causar la sustancia 

administrada. 

Dentro de los ensayos genotóxicos in vivo más utilizados se encuentra el Ensayo de los Micronúcleos 

tanto en médula ósea como en sangre periférica. El resultado de numerosos trabajos demostró que 

varios complejos químicos incrementan de modo significativo el número de micronúcleos (Zalacain et 

al., 2005). Por tanto, el recuento de micronúcleos como medida de daño cromosómico permite que de 

forma rápida y certera se pueda detectar el nivel de toxicidad que pueda presentar la célula u órgano 

diana en cuestión e incluso determinar los agentes mutagénicos causantes de tal desorden genético. 
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Según estudios fitoquímicos realizados en A. brittoniana T. subsp. brachypus, se ha determinado que 

las saponinas y azúcares reductores son los componentes que en mayor concentración se encuentran en 

esta especie (Guerra, 2005). En el caso de las saponinas, se han efectuado varios estudios que 

demuestran su toxicidad (Paredes y Enrique, 2010, Thakur et al., 2011, Mwale et al., 2013), pero poco 

se ha estudiado en relación a su efecto en el material genético, en cuyo caso se ha establecido la no 

genotoxicidad de estas (Marczewska et al., 2011, Moreira et al., 2013). No obstante, en estudios 

recientes se ha probado que existe daño genético en la administración de extractos con altos niveles de 

saponinas, tanto aisladas o mezcladas con otras (Liu et al., 2011, Kalachaveedu et al., 2014). Por lo 

anterior, se define la siguiente  

Hipótesis de investigación 

 El extracto butanólico de Agave brittoniana T. subsp. brachypus administrado a ratones balb/c 

durante 14 días, por vía oral en dosis de 1 y 5 mg/kg, no es genotóxico en el Ensayo de 

Micronúcleos de Médula Ósea y de Sangre Periférica. 

En consideración a lo expuesto previamente se traza el siguiente 

Objetivo general 

Evaluar el efecto genotóxico in vivo de la administración oral de un extracto butanólico de Agave 

brittoniana T. subsp. brachypus en ratones balb/c, utilizando el Ensayo de Micronúcleos en Médula 

Ósea y Sangre Periférica. 

Metodológicamente este objetivo fue abordado en los siguientes 

Objetivos específicos 

1. Evaluar el efecto genotóxico de la administración oral durante 14 días de un extracto butanólico 

de Agave brittoniana T. subsp. brachypus en eritrocitos de médula ósea de ratones balb/c 

mediante el Ensayo de Micronúcleos. 

2. Evaluar el efecto genotóxico de la administración oral durante 14 días de un extracto butanólico 

de Agave brittoniana T. subsp. brachypus en reticulocitos de sangre periférica de ratones balb/c 

mediante el Ensayo de Micronúcleos.  
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CAPÍTULO 2. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

2.1. Evaluaciones toxicológicas preclínicas 

En la actualidad, la mayoría de la atención médica culmina con la prescripción de un medicamento. 

Todo comienza con la identificación de un principio activo que ofrezca la solución al problema que se 

intenta resolver. Antes de efectuar cualquier tipo de evaluación toxicológica sobre estos, ya se debe 

conocer  su efecto farmacológico principal y secundario derivados de las interrelaciones en su 

mecanismo de acción dentro del organismo; así como la dosis en la cual ocurren dichos efectos.  Por 

ello, la primera dosis a evaluar en los estudios de toxicología es la dosis farmacológica, conociéndose 

con antelación  la farmacocinética y farmacodinamia del principio activo, todo con el objetivo de 

determinar el grado de seguridad de su utilización en humanos. 

La realización de un conjunto de estudios toxicológicos en diferentes especies de animales permite 

identificar la toxicidad intrínseca, así como los órganos y tejidos diana de la toxicidad relacionada con 

el compuesto en evaluación. El tipo y diseño de estos estudios estará en dependencia de las 

características y destino final del producto, pero en la generalidad de los casos, el objetivo debe ser la 

demostración de las potencialidades tóxicas por administración única (toxicología aguda), 

administraciones repetidas (subcrónica y crónica) y estudios especiales de genotoxicidad, toxicología 

de la reproducción y la fertilidad, llegando incluso en muchos casos a ser necesario la evaluación de su 

potencial carcinogénico (Baber, 1994, Garthoff, 1995, CECMED., 2001). 

La toxicología se define como el estudio de los efectos adversos de agentes químicos, físicos o 

biológicos en organismos vivos y ecosistemas y está basado en el principio del siglo XVI que cualquier 

sustancia puede ser tóxica si es consumida en cantidad suficiente (Repetto M. y G., 2009). 

El estudio de la toxicidad aguda, o de dosis únicas, evalúa la toxicidad inducida por la droga sujeta a 

estudio como resultado de la administración de dosis altas, ya sea por la administración única o 

repetida en un intervalo no mayor de 24 horas (Botham, 2002), brindando información intrínseca del 

producto y el posible riesgo que conlleva su exposición aguda. Además, aporta valiosa información 

para la selección de los niveles de dosis a emplear en los estudios subcrónicos (Arencibia, 2015).   

La selección de los niveles de dosis ha sufrido variaciones con la introducción de estos nuevos 

métodos. La dosis de 5000 mg/kg, nivel aceptado durante mucho tiempo como dosis máxima, desde 
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diciembre de 2001 se ha reducido a 2000 mg/kg en el método de las Clases, el Test Límite y el Método 

Arriba y Abajo, aunque sigue siendo la dosis máxima de elección en el Método de la Dosis Fijada. 

A los resultados de los estudios de dosis única le sigue la realización de estudios de administración 

continuada, con diseños subagudos, subcrónicos y crónicos. En el primero de ellos se estudian los 

efectos tóxicos que se manifiestan tras la administración repetida de una sustancia durante un corto 

período de tiempo, generalmente entre 14 y 30 días (Gámez, 2007, Arencibia, 2015). En la toxicidad 

subcrónica se analizan los efectos adversos por la toxicidad acumulada de la sustancia administrada o 

sus metabolitos, los cuales ocurren por la administración del agente durante un período de tiempo que 

representa aproximadamente el 10% de la vida del animal. Los ensayos crónicos se realizan con el 

objetivo de determinar el potencial toxicológico de la sustancia luego de una prolongada y repetida 

administración. La máxima dosis a emplear debe inducir signos de toxicidad sin que ponga en peligro 

la supervivencia de los animales, para lo cual es necesario basarse en los hallazgos indicativos de 

toxicidad del estudio subcrónico precedente. Por su parte, la dosis menor no debe inducir evidencias de 

toxicidad, mientras que en la dosis intermedia se debe manifestar una disminución de los síntomas y 

signos indicativos de toxicidad observados en la dosis mayor (Gámez, 2007). 

Dentro de los estudios toxicológicos se pueden incluir además ensayos in vitro para detectar 

alteraciones de las funciones celulares básicas, debido a la exposición a un compuesto prueba que 

conlleve daño celular. Una vez determinado la existencia de daño citotóxico es importante determinar 

si existe genotoxicidad a partir de la administración del compuesto.  

Los otros estudios a realizar en la toxicología preclínica son aquellos encaminados a evaluar el efecto 

de la sustancia prueba sobre la fertilidad, su potencial teratogénico y su efecto peri-postnatal. 

Finalmente, los estudios de carcinogénesis se encargan de determinar si la sustancia ensayo tienen un 

efecto promotor de tumores, ya sea por afectar factores de crecimiento o activar oncogenes  como 

resultado de una prolongada acción e incremento de la concentración de la sustancia o sus metabolitos 

en tejidos susceptibles (Boada, 2004). 

2.2. Toxicología genética 

La justificación inicial para las pruebas genéticas fue articulada por Alexander Hollaender a finales de 

1960, al fundar la Sociedad de Mutágenos Ambientales (Brusick, 1999). Desde entonces, la 

identificación de la mutagenicidad potencial de los químicos ambientales, así como la valoración del 
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riesgo mutagénico de productos químicos industriales se han convertido en uno de los objetivos más 

importantes de la toxicología genética. 

La toxicología genética es, por definición, el estudio de la forma en que agentes químicos o físicos 

afectan al proceso de la herencia. Las sustancias químicas genotóxicas son compuestos capaces de 

modificar el material hereditario de las células vivas. La probabilidad de que una determinada sustancia 

cause un daño genético depende inevitablemente de diversas variables, como el nivel de exposición del 

organismo a la sustancia, la distribución y retención de esta una vez que ha penetrado en el cuerpo, la 

eficiencia de los sistemas de activación metabólica y/o detoxificación en los tejidos diana y la 

reactividad de la sustancia o de sus metabolitos con macromoléculas críticas de las células. El principal 

objetivo de la toxicología genética es la valoración de la habilidad de los compuestos químicos para 

inducir mutaciones en las células humanas. No obstante, está claro que es imposible valorar 

directamente el riesgo mutagénico de los compuestos químicos en los humanos, por lo que se hace 

necesaria la generación de una amplia variedad de métodos de prueba con ese fin. Estos métodos son 

conocidos como batería de ensayos y los biomarcadores que comúnmente se utilizan son 

microorganismos, células in vitro de humanos y de otros mamíferos, modelos de plantas y animales de 

laboratorio (Misra y Waalkes, 2001).  

La replicación y reparación del ADN no es un proceso perfecto, y en raras ocasiones, ocurren daños 

genéticos (Brusick, 1999). El daño al ADN puede ser dividido en varias categorías basado en la 

naturaleza del ADN modificado: 

A. Daños de alteración del ADN: Involucra la rotura y/o intercambio de segmentos de ADN entre 

las estructuras de los cromosomas. Este tipo de daño puede ser visible a través de análisis 

citológico de cromosomas condensados. Aunque las genotoxinas (como los agentes alquilantes) 

inducen alteraciones del ADN, una ocurrencia de este tipo puede ser causada también por 

mecanismos secundarios que específicamente no están enfocados en el ácido nucleico (e.g. 

procesos que conducen a un stress celular, tales como altas temperaturas) 

B. Microlesiones: Son alteraciones no visibles que ocurren a nivel de nucleótidos. Generalmente, 

este tipo de daño produce puntos de mutaciones a través de la sustitución, eliminación o 

inserción de pares de bases o puede inducir una recombinación entre cromátidas hermanas. Las 

microlesiones son generalmente inducidas por agentes cuyo objetivo es el ácido nucleico (e.g., 

agentes electrofílicos) 
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En la mayoría de los organismos, los daños en el ADN ocurren en una razón predecible para cada gen 

(op. cit.). Sin embargo, otros daños pueden ser producidos por agentes endógenos y exógenos que 

interactúan con el ADN y por ello son clasificados como genotóxicos. Algunos ejemplos de agentes 

endógenos son los radicales libres, los peróxidos producidos durante el metabolismo oxidativo y los 

aldehídos y cetonas producidas biológicamente. 

2.3. Los agentes genotóxicos y su influencia en el material genético 

Debido a su relativa abundancia en las células, las proteínas son la diana más frecuente de la 

interacción tóxica. No obstante, preocupa más la modificación del ADN por la importante misión de 

éste como regulador del crecimiento y la diferenciación a lo largo de múltiples generaciones de células. 

A nivel molecular, los compuestos electrófilos tienden a atacar al oxígeno y el nitrógeno del ADN. 

Aunque también son dianas de la modificación química los oxígenos de los grupos fosfato del 

esqueleto del ADN, se estima que tiene más importancia biológica el daño a las bases, ya que estos 

grupos están considerados como los elementos primarios de información de la molécula de ADN 

(Misra y Waalkes, 2001).  

 

Figura 1. Tipos de daño al complejo ADN-proteína. Fuente: (Misra y Waalkes, 2001) 

Es característico que los compuestos que contienen una sola unidad electrófila causen la genotoxicidad 

produciendo monoaductos en el ADN. Análogamente, los compuestos que contienen dos o más 

unidades reactivas pueden reaccionar con dos centros nucleófilos distintos y de esa manera producir 
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entrecruzamientos intra o intermoleculares en el material genético (Fig. 1). Los entrecruzamientos 

ADN-ADN y ADN-proteína pueden ser especialmente citotóxicos, pues pueden formar bloques 

completos para la replicación del ADN. Los agentes genotóxicos pueden actuar también induciendo 

roturas en el esqueleto fosfodiéster, o entre bases y azúcares del ADN. 

Los agentes genotóxicos pueden ser agentes físicos (luz ultravioleta (UV), radiaciones ionizantes,  

entre otros) o productos químicos (como los agentes alquilantes, metales, pesticidas, entre otros) 

capaces de alterar la información genética celular. En cada una de estas sustancias, se efectúan varios 

mecanismos a través de los cuales se fortalece su efecto sobre el material genético. 

Uno de los agentes mutagénicos más efectivos en bacterias es la radiación UV de longitud de onda 

corta. La longitud de onda efectiva para la mutagénesis está comprendida entre los 200 y 300 nm. El 

mecanismo más importante de la acción de la luz UV es la formación de dímeros (timina-timina; 

timina-citosina; citosina-citosina) entre pirimidinas adyacentes, lo que incrementa enormemente la 

probabilidad de que durante la replicación, la polimerasa de ADN inserte un nucleótido incorrecto. 

Tales dímeros distorsionan la hélice de DNA e impiden su replicación, como resultado la célula no se 

divide y puede morir (Hartl y Jones, 1998). 

Las radiaciones ionizantes son formas de radiación más potente, e incluyen rayos de longitud de onda 

corta, como los rayos X, emisiones de elementos radioactivos, y rayos gamma. Estas radiaciones 

causan la ionización del agua y de otras sustancias; produciéndose indirectamente efectos mutagénicos 

debido a esta ionización (Benavides y Guénet, 2003). Como la mayor parte de la célula está constituida 

por agua, la radiación ionizante suele generar radicales libres, en forma de hidrógeno o de radicales 

hidroxilo (OH
-
) ionizados, derivados ambos del agua. Estos radicales reaccionan con otras moléculas 

de su misma clase para formar peróxido de hidrógeno (H2O2) cuyas moléculas tienen gran poder de 

reacción y pueden destruir la estructura de las proteínas y del ADN. La lesión producida por la 

radiación induce trastornos del funcionamiento de los procesos metabólicos celulares llevándola a la 

muerte. 

La genetista escocesa Charlotte Auerbach fue la primera en demostrar, en la década del ‘60, el peligro 

que representaba la utilización de un agente químico (el “gas mostaza”) para las personas, debido a su 

fuerte actividad mutagénica. Actualmente, se conocen varios productos químicos que son mutagénicos, 

clasificándose según su modo de acción en (Benavides y Guénet, 2003):  
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 Análogos de bases: Se incorporan en el ADN (durante la replicación) en lugar de las bases 

correspondientes, debido a su alta similitud. Cuando uno de estos análogos de bases se 

incorpora en el ADN, la replicación sigue normalmente, aunque a veces ocurren errores de 

lectura que resultan en la incorporación de bases erróneas. Algunos ejemplos de estos agentes 

son, la 6-amino purina que se incorpora en el ADN en lugar de las bases “oficiales” (A, T, G y 

C), lo que provoca transversiones o transiciones en las futuras replicaciones del ADN. 

 Agentes intercalantes: Son moléculas planas que se insertan entre dos pares de bases del ADN, 

separándolas entre sí. Durante la replicación, esta conformación anormal puede conducir a 

microinserciones o microdeleciones, originando mutaciones por corrimiento de lectura. 

Ejemplos de estos agentes intercalantes son el naranja de acridina, el bromuro de etidio y la 

proflavina. 

 Agentes que reaccionan con el ADN: Son agentes químicos que reaccionan directamente con el 

ADN que no se está replicando, ocasionando cambios químicos en las bases al momento de la 

replicación. Entre ellos se encuentra el ácido nitroso (HNO2), la hidroxilamina (NH2OH) y los 

agentes alquilantes. Dentro de este último  se destacan los compuestos etil metano sulfonato 

(EMS), etiletanosulfonato, mostaza nitrogenada. El etil metano sulfonato (EMS) introduce un 

metilo en la guanina provocando la transición GC a AT. El ácido nitroso elimina el grupo 

amino (desaminación) de adenina y citosina, convirtiendo estas bases en hipoxantina (H) y 

uracilo (U), respectivamente.  Hidroxilamina añade un grupo hidroxilo (OH) al grupo amino de 

la citosina, haciendo que la base sufra un cambio tautomérico. En el caso de la mostaza 

nitrogenada, se pueden producir mutaciones por adición de grupos metilo o etilo a la guanina, 

haciendo que se comporte como un análogo de base de la adenina y dando lugar a errores de 

apareamiento. 

En el caso particular de los metales se destaca el cromo, siendo un metal esencial en cantidades muy 

pequeñas para los seres vivos; en el organismo se transforma de cromo VI a cromo III. En cantidades 

elevadas este metal interactúa con los ácidos nucleicos produciendo micro y macrolesiones, sarcomas, 

carcinomas y adenocarcinomas. En la Tabla I se pueden observar los efectos genotóxicos de algunos 

metales pesados. 
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A pesar de los efectos beneficiosos asociados al uso de plaguicidas, muchos de estos productos 

químicos pueden presentar peligros potenciales para el medio ambiente y la salud humana (Matheus y 

Bolaños, 2014). 

Tabla I. Algunos metales pesados y sus efectos genotóxicos en los seres vivos. Fuente: (Arencibia, 2014) 

Metal Efecto genotóxico 

Arsénico Cáncer de piel, efectos sobre la reproducción, mutagénico 

Cadmio Mutagénico, sarcomas. 

Níquel Cáncer pulmonar, mutagénico 

Plomo Anemia, linfomas, carcinomas y sarcomas renales, mutagénico 

En este sentido, existen evidencias del impacto potencial de los plaguicidas como disruptores 

endocrinos en la función reproductiva masculina, pudiendo causar daños en la cromatina de los 

espermatozoides, disminuyendo la calidad del semen y produciendo alteraciones de las hormonas 

masculinas que pueden conducir a resultados adversos (Miranda et al., 2013). Recientemente, 

revisiones bibliográficas han recopilado una variedad de publicaciones que relacionan diferentes tipos 

de neoplasias: leucemia, mielomas, melanomas, cáncer de pulmón, colón, recto, páncreas, vejiga con 

los distintos grupos de plaguicidas (Weichenthal et al., 2010, Mostafalou y Abdollahi, 2013).  

2.4. Ensayos de genotoxicidad. Generalidades 

Formalmente, la genotoxicidad puede definirse como la capacidad para causar daño al material 

genético, incluyendo tanto al ADN como a aquellos componentes celulares que están relacionados con 

las funciones y el proceder de los cromosomas dentro de la propia célula. (AETOX, 2014). 

Para realizar la correcta evaluación genotóxica se diseñan los ensayos de genotoxicidad con el objetivo 

de detectar el daño originado al material genético. En la actualidad, no existe un test específico para 

detectar todos los tipos de mutaciones que pueden ocurrir, por lo que se establece la realización de una 

batería de ensayos tanto in vitro como in vivo en dependencia del mecanismo biológico que se desee 

analizar. 

Los estudios genotóxicos in vitro garantizan la detección del potencial mutagénico de numerosos 

compuestos. (Arencibia et al., 2009). Dentro de estos estudios se destacan el ensayo de Ames, el de 

aberraciones cromosómicas en cultivos de linfocitos de sangre periférica humana, el ensayo de la 

Fracción microsomal de hígado de rata y el ensayo cometa. Respectivamente, cada uno se encarga de 

detectar compuestos que causan mutaciones génicas por dislocamiento del marco de lectura 
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(frameshift) o por sustitución de pares de bases del ADN, detectar los agentes que pueden provocar 

cambios en la estructura de los cromosomas, detectar sustancias promutagénicas y detectar el daño al 

ADN en células individuales, mostrando las rupturas de cadena y sitios lábiles al álcali en el ADN, al 

cuantificar la migración del ADN (Tice et al., 2000, Villasana, 2008, Arencibia, 2014). 

Todas estas técnicas son altamente utilizadas y confiables para detectar todo índice de genotoxicidad en 

los seres vivos pero está regulado por la OECD
1
 que en todos los ensayos in vitro a desarrollarse 

durante una investigación es imprescindible utilizar un sistema de activación metabólica exógeno para 

lograr reproducir todas las condiciones in vivo que se dan en los organismos de evaluación. 

Por esta razón, los ensayos in vivo son también de vital importancia pues los experimentos 

desarrollados directamente en animales sugieren que resultados similares pueden suceder en los 

humanos. En la actualidad no se ha logrado suplantar su utilización por otras técnicas de la toxicología 

experimental; no obstante, se han tomado alternativas para evitar el sufrimiento y el uso descuidado de 

los animales en las investigaciones como es la aplicación del principio de las “3R”; refinamiento, 

reducción y reemplazo. 

Dentro de los ensayos in vivo más utilizados se pueden mencionar el ensayo Cometa que se utiliza en 

gran medida para determinar el nivel de afectación que puede producirse en la estructura primaria del 

ADN. También constituye en estudio importante el ensayo Morfología de la Cabeza del 

Espermatozoide de ratón, el cual se efectúa a través del análisis de anomalías que se pueden presentar 

en la cabeza de los espermatozoides de los animales que se usen como patrón. Uno de los ensayos más 

certeros a la hora de detectar el daño a nivel de cromosoma es el de la aparición de micronúcleos; tanto 

en médula ósea, como en sangre periférica de animales (por lo general roedores). 

2.4.1. Estrategias regulatorias en los ensayos de genotoxicidad 

Los estudios mutagénicos y genotóxicos en la toxicología 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 vías; la que se propone para su uso en humanos y otra que por lo general es la vía 

intraperitoneal. Las autoridades regulatorias como la ICH (Conferencia Internacional sobre la 

Armonización), OECD (Organización para la Cooperación Económica y el Desarrollo) y EPA 

                                                           
 

1
 Del ingles, Organization for Economic Co-operation and Development 



Capítulo 2. - Revisión bibliográfica 

    

11 

 

(Agencia para la Protección del Ambiente en Estados Unidos), exigen un ensayo in vitro que determine 

daño a nivel de genes (de ser posible el Ensayo de Ames) y un ensayo in vivo que determine daño a 

nivel de los cromosomas (se recomienda el Ensayo de Micronúcleos en Médula Ósea de ratones para 

realizar la solicitud de ensayo clínico fase I) en voluntarios sanos (Arencibia, 2014). 

En aquellos organismos que están expuestos por largos periodos de tiempo, se recomiendan realizar 

estudios de carcinogénesis. Estos estudios tienen por objeto determinar si la sustancia ensayo tiene un 

efecto promotor de tumores, ya sea por afectar factores de crecimiento, o activar oncogenes como 

resultado de una prolongada acción e incremento de la concentración de la sustancia o sus metabolitos 

en tejidos susceptibles (Gámez, 2007). En su evaluación se emplea la misma vía de administración que 

en la práctica médica. El ensayo más ampliamente empleado es el tratamiento crónico en roedores, con 

una duración de 24 meses en ratas y 18 meses en ratones, siendo las líneas de ratas más empleadas la 

Fischer y la Sprague Dawley; mientras que las líneas de ratones son B6C3F1, CD-1 y OF-1 (Chhabra et 

al., 1990, Piccirillo, 1999).   

2.5. Ensayo de Micronúcleos 

Los micronúcleos (MN) fueron utilizados por primera vez por H.J. Evans, para cuantificar el daño 

cromosómico en las puntas de las raíces de la 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 micronúcleos en cultivos de células fue por Countryman y Heddle en 1976, en cultivos 

de linfocitos humanos. Más 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 

químico citocalasina-B que impide la citocinesis celular. 

La prueba se realiza en diferentes tipos celulares: eritrocitos policromáticos de la médula ósea, cultivos 

de linfocitos de sangre periférica, eritrocitos jóvenes y maduros de la sangre periférica, queratinocitos, 

células de la mucosa bucal, hepatocitos de rata, células germinales y células de descamación de la 

vagina de la rata, entre otros.  

Cuando los eritoblastos se transforman en eritrocitos policromáticos (EPC), el núcleo principal es 

eliminado y los micronúcleos se forman a partir de cualquier resto de este dejado en  el citoplasma. 

Debido a esto la visualización de los micronúcleos es más fácil (Arencibia et al., 2009). Un incremento 
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en la frecuencia de los eritrocitos policromáticos micronucleados en animales tratados es un indicio de 

daño inducido a los cromosomas. 

Según las pautas establecidas por la OECD para las pruebas de químicos en cada grupo de control 

tratado debe incluirse al menos cinco animales en cada grupo (OECD, 1997). En general, se deben usar 

los dos sexos, pero si existe alguna evidencia que indique relevantes diferencias en la toxicidad 

(observaciones clínicas, peso corporal y o patologías que indiquen que un sexo es más susceptible que 

otro), entonces debe ser usado el sexo en que sea más susceptible. Normalmente, la administración de 

las dosis debe hacerse por la misma vía en la que será administrada la sustancia en humanos. La prueba 

puede ser ejecutada en ratas o ratones de dos formas: 

  Las muestras de la médula ósea son tomadas al menos dos veces (de grupos independientes de 

animales), iniciando no antes de las 24 horas después del tratamiento, pero no más allá de las 48 

horas. Cuando una respuesta positiva es detectada en una toma de muestra, no es necesario 

efectuar otras adicionales a menos que se requiera información cuantitativa de la respuesta a la 

dosis. 

 Si se tratan los animales por dos o más días (e.g. dos o más tratamientos en intervalos de 24 

horas), las muestras deben ser tomadas una vez entre las 18 y las 24 horas seguidas del 

tratamiento final. 

Las células de la médula ósea son usualmente obtenidas del fémur o la tibia de los animales, 

inmediatamente después de la eutanasia. Comúnmente, las células son removidas, preparadas y teñidas 

usando los métodos establecidos (Naranja de Acridina o Giemsa). Las láminas pueden ser codificadas 

por dos observadores independientes de forma “ciega” promediando el resultado final. Se contabiliza la 

presencia de EPC y eritrocitos normocromáticos (ENC) en al menos 500 célula/animal para las 

muestras de médula ósea y en 2 000 para muestras de sangre periférica. Para analizar la genotoxicidad 

se puede calcular la frecuencia de EPC portadores de micronúcleos en las cantidades analizadas 

anteriormente y calcular el índice de citotoxicidad dado por la relación de EPC/ENC de la población 

total de eritrocitos y el número de EPC con uno, dos y más de dos micronúcleos en cada grupo para 

determinar el grado de genotoxicidad (Arencibia et al., 2011b). 
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2.5.1. Características de los micronúcleos 

Los micronúcleos constituyen aglomeraciones de cromatina que adquieren forma de pequeños núcleos. 

Son cuerpos extranucleares que se forman durante la mitosis en la transición de la etapa metafase a la 

anafase debido a errores durante la replicación, la posterior división del ADN, roturas cromosómicas o 

efectos propios de la radiación y sustancias genotóxicas. Estos micronúcleos no logran incorporarse al 

núcleo de las células hijas, lo que trae como consecuencia una pérdida cromosómica y que el reparto 

del material genético no sea equitativo en las siguientes generaciones. De esta manera, se disponen 

como fragmentos cromosómicos acéntricos que se rodean de membrana nuclear y llegan a aparecer en 

el citoplasma como pequeños núcleos visibles al microscopio óptico (Matheus y Bolaños, 2014). En la 

Fig. 2 se muestra con más detalle el proceso de formación de los micronúcleos. 

 

Figura 2. Mecanismo de formación de los micronúcleos. (A) Bajo tratamiento aneugénico. (B) Bajo tratamiento 

clastogénico. (C) Presencia de extrachromosomal double minutes (DM)(los puntos amarillos indican la presencia 

de un DM). (D) Formación a partir de perturbaciones mitóticas del tipo breage-fusion-bridge (BFB) –I– Torsión 

entre dos centrómeros de un cromosoma dicéntrico. – II– Separación de los centrómeros en los cromosomas 

involucrados en puentes de anafase. Fuente: (Terradas et al., 2010) 
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El daño producido puede ser debido a dos efectos principales que se manifiestan durante una división 

celular errónea, lo que incide en el tamaño y presencia de estructuras que caracterizan los 

micronúcleos. El efecto aneuploidógeno se produce cuando los cromosomas completos quedan 

rezagados por un daño en el uso mitótico que se interpreta como pérdida de dichos cromosomas, 

mientras que el efecto clastogénico solo se evidencia en pequeños fragmentos cromosómicos que no 

van a presentar centrómero. En ambos casos se impide la inclusión de los mismos al núcleo de las 

células hijas resultantes (Torres et al., 2013).  

Los micronúcleos son morfológicamente idénticos pero más pequeños que el núcleo principal. Algunas 

de las características que se pueden utilizar para identificarlos son relacionadas por (Fenech et al., 

2003) y se describen a continuación: 

 El diámetro de los de los micronúcleos en los linfocitos humanos varían normalmente entre 

1/16 y 1/3 del diámetro promedio de núcleo principal. 

 Tienen forma redondeada u ovalada  

 Son no refráctales y por tanto se pueden distinguir fácilmente de otros elementos como 

partículas de tinción. 

 No están conectados o enlazados al núcleo principal 

 Pueden tocar pero no sobrepasar el núcleo principal y el borde micronuclear debe estar bien 

delimitado del borde nuclear.   

Usualmente tienen  la misma intensidad de tinción que la del núcleo principal pero algunas veces puede 

ser más intensa. 

2.5.2. Agentes micronucleogénicos. Mecanismos de acción 

Los agentes micronucleogénicos se clasifican en dos tipos con base en su mecanismo de acción; 

aneugénicos y clastogénicos (Martínez, 2009). Los agentes aneugénicos son agentes químicos que 

incrementan la formación de cromosomas dentro de la célula. Esto es logrado por medio de una 

segregación desigual de cromosomas durante división celular, resultando en una célula hija con más 

cromosomas que lo normal y otra con menos. El modo de acción de estos compuestos es generalmente 

a través de la interrupción de la formación del huso mitótico que causa un número desigual del número 

de cromosomas en cada célula hija resultante (Plant, 2003). Aquellos cromosomas que no son 
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incorporados al núcleo durante la anafase pueden ser rodeados por la envoltura nuclear y formar un 

micronúcleo (Fig. 2A). El ADN contenido en el micronúcleo podría equilibrar el ADN nuclear y 

resultar en un genoma completo o ser adicional al genoma celular.  

Los compuestos que causan aneuploidías (agentes aneugénicos) no necesariamente interfieren en el 

ADN, sino que ejercen su efecto alterando la segregación de ADN durante la meiosis. Al contrario de 

esto, los agentes clastogénicos son agentes físicos o químicos capaces de inducir roturas cromosómicas, 

provocando roturas en las hebras y desplazamientos de estas. Los fragmentos acéntricos resultantes de 

estas roturas son incapaces de adherirse a las fibras del huso y de integrarse en el núcleo de la célula 

hija, formando fácilmente estructuras micronucleicas (Fig. 2B)(Terradas et al., 2010).  

No obstante, pueden existir otras fuentes de formación de los micronúcleos. Algunos tratamientos, tales 

como la incubación con hydroxyurea o exposición radioactiva, pueden inducir double minutes (DMs), 

fragmentos circulares pequeños que carecen de telómeros y centrómeros activos y que fácilmente 

puede formarse alrededor de ellos un micronúcleos (Fig. 2C). 

2.5.3. Utilidad del Ensayo de Micronúcleos como medida de inestabilidad genética 

Varios estudios se han enfocado en la investigación de drogas citostáticas utilizadas en los protocolos 

antitumorales contra el cáncer, cuya acción está dirigida a frenar la proliferación celular. La exposición 

reiterada a agentes citostáticos puede causar efectos adversos tales como mutaciones, inmunotoxicidad 

y cáncer debido a que pueden inducir daños genéticos y alterar los mecanismos de división en células 

que se multiplican rápidamente. El resultado de estos trabajos demostró que los complejos químicos 

utilizados incrementan de modo significativo el número de micronúcleos (Zalacain et al., 2005). 

En otros estudios se ha demostrado que trabajadores de hospitales o de fábricas que están expuestos a 

agentes tóxicos, presentan una mayor frecuencia de micronúcleos (Maffei et al., 2002, Carranza, 2011, 

Franco de Diana et al., 2012). El Ensayo de Micronúcleos también ha sido aplicado para conocer el 

efecto de determinados pesticidas y plaguicidas, productos químicos considerados de riesgo para los 

seres vivos; existen estudios tanto con ratones como con humanos donde se demuestra el efecto 

potenciador de estos productos sobre el índice de micronúcleos (Arribas, 2002, Martínez y Gómez, 

2007). 

En la mayoría de los reportes del efecto del tabaco en la frecuencia de micronúcleos en linfocitos 

humanos, los resultados indican que los fumadores tienen baja frecuencia de micronúcleos. En muchos 
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de ellos la frecuencia de micronúcleos no está influenciada por el número de cigarros fumados por día 

entre los sujetos que trabajan bajo exposición de agentes genotóxicos. Sin embargo, la frecuencia de 

micronúcleos se puede incrementar significativamente en aquellos fumadores con más años de 

consumo en condiciones similares (Bonassi et al., 2003).  

La contaminación de los ecosistemas acuáticos puede provocar la pérdida de biodiversidad y 

abundancia de las especies. Al igual que se ha evaluado el nivel de daño genético en humanos, de igual 

forma pueden realizar estudios similares encaminados a valorar la calidad ambiental de estos 

ecosistemas. La aplicación del Ensayo de Micronúcleos en especies de peces de diferentes estuarios 

sometidos a varios niveles de contaminación, ha permitido determinar el alcance de la contaminación 

provocada y los bioindicadores más susceptibles a las sustancias químicas presentes en el medio 

(Alarcón et al., 2007, Corredor  et al., 2012, Gutiérrez, 2013).  

Otra utilidad práctica que se le da al Ensayo de los Micronúcleos es en el estudio de extractos naturales 

para evaluar su capacidad genotóxica en su administración como medicamento en el organismo 

humano. Por ejemplo, los extractos de las plantas superiores constituyen mezclas complejas que 

contienen un gran número de sustancias con propiedades mutagénicas y carcinogénicas y su uso 

constante ha sido correlacionado con la ocurrencia de enfermedades en las poblaciones (Montero et al., 

2001). Por otro lado, la presencia mayoritaria de ácidos grasos polinsaturados y de compuestos 

fenólicos en el extracto oleoso de la semilla de Carapa guianensis Aublet le han conferido un potente 

efecto antioxidante y se destaca por su actividad antialérgica y su capacidad como protector solar. A 

pesar de que existen evidencias que demuestran que este extracto influye en el desarrollo del sistema 

nervioso central (Costa et al., 2006), se determinó que no es mutagénico ni genotóxico según el Ensayo 

de Micronúcleos (Narciandi, 2014). 

2.6. Mecanismo de acción de los mutágenos más utilizados en ensayos de genotoxicidad in vivo  

Es importante conocer las sustancias químicas que causan daño al ADN para evitar su incorporación al 

organismo y utilizarlos como controles positivos en las baterías de ensayos genotóxicos.  

Un ejemplo de ello lo constituye la Bleomicina. Según la Biblioteca Nacional de Medicina de Estados 

Unidos
2
, la Bleomicina detiene o desacelera el crecimiento de células cancerígenas en el cuerpo y 

                                                           
 

2
 URL: http://www.nlm.nih.gov/medlineplus/spanish/druginfo/medmaster/a682125-es.html 

http://web.archive.org/web/20090914173505/http:/www.nlm.nih.gov/medlineplus/spanish/druginfo/medmaster/a682125-es.html
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puede usarse además para combatir el sarcoma de Kaposi, relacionado con el virus del SIDA. El 

mecanismo de acción antitumoral de la bleomicina consiste en fragmentar las cadenas de ADN, 

dependiendo de la interacción de las moléculas de O2 del antibiótico con iones ferrosos o cúpricos. 

Cuando la bleomicina se intercala entre las cadenas del ADN y en presencia del alto contenido de O2 

que tiene en su molécula y de agentes reductores, se activa por la citocromo P-450 ejerciendo acciones 

enzimáticas oxidativas mediante la producción de radicales libres o peróxidos que poseen una potente 

actividad destructora del ADN (Arencibia, 2014). 

Otro mutágeno muy utilizado es la Mitomicina C, que es un producto natural derivado de Streptomyces 

caespitosus. Se administra por vía intravenosa para tratar varios tipos de cáncer, tales como carcinoma 

esofágico, cáncer anal, cáncer de mama e instilaciones del cáncer de vejiga. Contiene grupos aziridina, 

quinona y uretano. Actúa como un agente alquilante polifuncional, reacciona con el ADN formando 

enlaces intercatenarios e intracatenarios con dicha molécula (fundamentalmente con guanina y 

citosina). Inhibe la síntesis del ARN y ADN mediante la liberación de radicales libres tipo 

hidroquinona y semiquinona, degrada el ADN preformado y causa lisis nuclear y formación de células 

gigantes (García et al., 2001).  

2.6.1.  Mecanismo mutagénico de la Ciclofosfamida 

La Ciclofosfamida (CF), también conocida por sus nombres comerciales Citoxan, Neosar, Genuxal o 

Citofosfana es un agente del grupo de oxazoforinas que pertenece al grupo de los alquilantes de base. 

Su uso como control positivo ha sido ampliamente evaluado en los ensayos de genotoxicidad y 

mutagenicidad (Arencibia et al., 2011a, Abdella, 2012). El principal uso de la ciclofosfamida junto a 

otros agentes de quimioterapia es en el tratamiento de linfomas, algunos tipos de leucemia, tumores, 

como también para tratar enfermedades auto-inmunes como el Lupus Eritematoso Sistémico, 

Granulomatosis de Wegener y Esclerosis múltiple. 

Se conoce que este mutágeno no tiene especificidad por alguna fase del ciclo en particular, actúa sobre 

cualquiera de ellas con excepción de la G0. Estos agentes poseen grupos químicos en su estructura que 

tienen la propiedad de unirse en forma covalente con elementos nucleofílicos de las células, 

reemplazando un átomo de hidrógeno por un grupo alquilo en la molécula del ADN. Generalmente esto 

ocurre en el nitrógeno siete de la guanina. 
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La mayoría de los agentes alquilantes como la CF se consideran bifuncionales debido a que poseen dos 

radicales activos que reaccionan con grupos intracadena formando puentes con el filamento molecular 

helicoidal que determinan la muerte celular. La actividad de la CF es máxima durante la replicación 

celular, cuando parte del ADN no está apareado y es más susceptible a la alquilación. Es por ello que la 

CF es más dañina al ADN durante la fase de división celular, pues es cuando los cromosomas de la 

célula están más expuestos a la acción de agentes externos, por lo cual se analizan las células en 

metafase debido a que estas confluyen entre sí (Arencibia, 2014). 

2.7. Descripción y caracterización del género Agave 

El género Agave proviene del griego: αγαυή, que significa "noble" o "admirable". A él pertenecen 

plantas suculentas que forman una extensa familia botánica que durante un período de tiempo 

relativamente largo llevaba el mismo nombre: Agavaceae (sistema de clasificación nomenclatural para 

plantas con flores: Cronquist). Sin embargo, actualmente debido a los cambios relacionados con el 

sistema de clasificación taxonómico de las angiospermas según criterios filogenéticos (APG III), se ha 

ubicado a este género dentro de la familia Asparagaceae; conocido con los nombres comunes de agave, 

pita, maguey, cabuya, fique o mezcal. 

Las plantas pertenecientes a este género son muy grandes y forman una roseta de hojas muy gruesas y 

carnosas que generalmente terminan en una aguja recta o curva, bien afilada en su ápice. Presentan 

además un tallo robusto y leñoso que puede ser muy corto, por lo que en ocasiones las hojas aparentan 

surgir de la raíz. Exhiben flores dispuestas como una inflorescencia en forma de espiga o panoja en un 

escapo largo, con un perianto de seis partes que presenta una morfología aproximadamente embudada. 

Contiene seis estambres que comúnmente, son muy exertos, un ovario trilocular y un estigma 

trilobulado dispuesto finalmente. Evidencia una cápsula con semillas numerosas, negras y aplanadas, 

en dos series por cada celada.  La reproducción de este género se puede dar por las propias semillas o 

bulbillos, o bien eficientemente por rizomas. La edad óptima de su reproducción oscila entre los tres y 

cinco años. Además, se debe considerar que su crecimiento es muy lento ya que requiere de un clima 

semiseco con temperaturas promedio de 22°C, bajo condiciones de suelo arcilloso, permeable y 

abundante en elementos que deriven del basalto y con presencia de hierro con preferencia volcánica. Es 

de gran importancia su exposición al sol y la maduración de la planta va desde 8 a 10 años pues 

florecen una vez y emiten un largo tallo que alcanza casi los 10 metros de altura (ramificado o no) que 

nace del centro de la roseta, con numerosos grupos de flores tubulares y muere tras desarrollar el fruto, 

zim://A/html/P/l/a/n/Planta_suculenta.html
zim://A/html/F/a/m/i/Familia_%28biolog%C3%ADa%29.html
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pero generalmente desarrolla retornos en su base para evitar la pérdida de sus especies (Hermano y 

Hermano, 1946). 

Muchas son las especies de este gran género que se encuentran distribuidas en determinados lugares del 

continente americano, de donde es nativa. Se han logrado clasificar más de 250 especies que en su 

mayoría forman parte de la flora mexicana. En Cuba, fundamentalmente se han centrado las 

clasificaciones en 18 especies con una gran importancia farmacéutica y en otras esferas; una de las 

cuales lo constituye Agave brittoniana que fue descrita por Trelease en 1913 y que por encontrarse 

entre una de las plantas endémicas de la región central de nuestro país, requiere de interés su estudio 

tanto fitoquímico como farmacognóstico (Acevedo y Strong, 2012). 

2.8. Antecedentes en el estudio químico y farmacognóstico del género Agave 

La búsqueda de los productos naturales se realiza mediante investigaciones fitoquímicas, que se basan 

en la determinación cuantitativa y el aislamiento de metabolitos. Posteriormente el análisis de su 

actividad biológica conduce a obtener posibles aplicaciones. 

El género Agave se ha caracterizado por presentar metabolitos secundarios con una capacidad activa 

ante numerosos procesos infecciosos que atacan a la especie humana, incluso en la producción de 

ciertos alimentos y productos de interés económico. Las plantas tienen múltiples empleos: se utilizan 

sus hojas, ricas en fibras longitudinales que constituyen su sistema vascular, para producir cáñamo, 

cuerdas, redes, etc. Posee grandes cantidades de inulina, la cual se hidroliza parcialmente en fructuosa 

y un componente que no se puede degradar y de depuración urinaria, motivo por el cual se utiliza en la 

medicina para evaluar la función renal.    

La savia del género Agave, por sus atributos medicinales estudiados, tiene propiedades antisépticas, es 

estimulante del crecimiento de la microbiota intestinal, mejora la eliminación de toxinas en el cuerpo y 

se recomienda para tratar la tuberculosis pulmonar, enfermedades hepáticas y la ictericia. Las hojas 

secas de las plantas de este género son utilizadas por sus propiedades digestivas y hepáticas. 

Externamente es utilizado para la irritación ocular y el jugo fresco de la hoja se usa para tratar heridas e 

irritaciones de la piel. Además, inhibe el crecimiento de bacterias patógenas y disminuye los niveles de 

colesterol y triglicéridos (Inkanatural, 2015).   

Las saponinas se han reconocido por su capacidad de contribuir a la antiobesidad dado su fuerte 

actividad hipolipemiante e hipoglucemiante (Giner Larza y Castillo García, 2003, López, 2006, 

http://es.wikipedia.org/wiki/Inulina
http://es.wikipedia.org/wiki/Hidr%C3%B3lisis
http://es.wikipedia.org/wiki/Fructosa
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Villasana, 2008). Las saponinas esteroidales aisladas de la especie Agave son glicósidos con varias 

unidades de monosacáridos que se unen mediante enlace glicosídico, a un resto denominado aglicón o 

sapogenina. Son fundamentalmente espirostanos y furostanos; los que son de gran utilidad ya que, en el 

primer caso son utilizadas en la síntesis de hormonas esteroidales (Diosgenina) debido a su semejanza 

estructural con los esteroides animales y por su actividad citotóxica frente a las células HeLa y HL-60, 

su actividad diurética y actividad molusquicida. En el caso de los furostanos, se destaca su actividad 

antiinflamatoria, molusquicida e inhibir la permeabilidad capilar (Guerra, 2005). 

En el Agave brittoniana subsp. brachypus se han aislado y caracterizado los diferentes metabolitos 

presentes en los órganos de la planta (hojas, flores y raíces), siendo las saponinas (identificadas 19 

según la bibliografía in situ, de las cuales 11 se reportan por primera vez en la literatura) y los azúcares 

reductores los que en mayor concentración se pueden encontrar (Tabla II)(Guerra, 2005). En el primer 

caso, las mayores concentraciones son observadas cuando las hojas de la planta están secas razón por la 

cual se decide tomar como material de preparación del extracto a evaluar en nuestra investigación. En 

otros estudios realizados se ha llegado a analizar la actividad farmacológica de las saponinas aisladas, 

demostrándose sus propiedades antiinflamatorias y su efecto bifásico en la bomba (Na
+ 

+ K
+
)-ATPasa 

donde le confiere algunas propiedades diuréticas (Silva et al., 2005, da Silva y Parente, 2007). 

Tabla II. Resultados de la determinación cualitativa de metabolitos secundarios en Agave brittoniana  

T. Fuente: (Guerra, 2005) 

Metabolito Ensayo Hojas Raíces Flores 

Alcaloides 

Dragendorff + - + 

Mayer + - + 

Wagner + - + 

Triterpenos y esteroides Liebermann- Burchard + + + 

Quinonas Borntrager - - - 

Cumarinas Baljat - - - 

Aceites esenciales y 

grasas 
Sudan III + - + 

Azúcares reductores Fehling +++ + +++ 

Saponinas Espuma +++ + +++ 

Fenoles y taninos Cloruro de hierro (III) - + - 

Aminoácidos y aminas Nihidrina + - + 

Glicósidos Molish + + + 

Flavonoides Shimoda - - - 

Glicósidos 

cardiotónicos 
Kedde - Raymond - - - 
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Esta especie de Agave tiene propiedades antiparasitarias que fueron confirmadas al evaluar extractos 

hidroalcohólicos de sus hojas frente a Fasciola hepatica, Trypanosoma cruzy y Trichomona vaginalis. 

Además, se determinó mediante una técnica de susceptibilidad microbiana in vitro la inhibición del 

crecimiento de micelios de tres cepas de hongos; Fusarium oxysporum, Sclerotium rolfsii y 

Phytophtora parasitica var. nicotianae a lo que se le atribuyó una fuerte actividad antifúngica (Guerra, 

2005, Guerra et al., 2008).  

En varios estudios se ha determinado la actividad tóxica de las saponinas (Paredes y Enrique, 2010, 

Thakur et al., 2011, Mwale et al., 2013), motivo por el que se considera relevante su estudio dentro del 

agave. Sin embargo, su actividad genotóxica ha sido poco estudiada y en aquellos casos en que los 

extractos analizados han evidenciado daño al ADN no se ha podido determinar si se debe únicamente a 

las saponinas, debido a que estaban acompañadas por otros metabolitos secundarios tales como 

flavonoides o alcaloides (Moreira et al., 2013, Kalachaveedu et al., 2014). Aun así, dichos estudios 

mostraban que las concentraciones de saponinas eran relativamente mayores que el resto de los 

metabolitos. En otras investigaciones se ha determinado que las saponinas no muestran un efecto 

genotóxico, lo cual puede estar relacionado a los tipos de estas que están presentes en los extractos 

evaluados o a la dosis administrada. En un estudio hecho en algunas especies pertenecientes al género 

Nauclea, las saponinas contenidas en el extracto de esta planta provocaban daño al ADN y mutaciones 

cromosómicas en células de mamíferos; debido, quizás, a la capacidad de estas saponinas para reducir 

la defensa celular contra el estrés oxidativo a través de la inhibición de la actividad  de la enzima 

glutatión-S-transferasa (Liu et al., 2011).   
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CAPÍTULO 3. MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1. Recolección, preparación y obtención del extracto butanólico de Agave brittoniana T. 

Las hojas de Agave brittoniana subsp. brachypus se tomaron cuando se encontraban en estado de 

senescencia (secas) para no dañar otros órganos de la planta. Se recolectaron en horas de la mañana en 

el Centro de Estudios del Jardín Botánico (CEJB), de la Universidad Central “Marta Abreu” de Las 

Villas, entre los meses de octubre y noviembre de 2014. Este material fue trasladado en bolsas de nylon 

al Laboratorio de Química Farmacéutica del Departamento de Licenciatura en Química de la Facultad 

de Química-Farmacia y lavado con abundante agua potable. Previo al procesamiento del material, se 

realizó la comprobación botánica de la especie por un experto, el Dr. Idelfonso Castañeda Noa, 

profesor auxiliar del CEJB. Ejemplares de la planta se compararon con muestras depositadas en el 

herbario ULV, con el número: 5445
3
. 

Las hojas recolectadas se cortaron en pequeños pedazos y se retiró toda la corteza de las mismas. 

Seguidamente se secaron mediante calor artificial (40°C) en una estufa hasta lograr la obtención de un 

peso constante y después se colocaron en un molino de cuchillas (KMf 10 basic .IKAR WERKE). 

Para obtener el extracto hidroalcohólico se procedió a la maceración con agitación manual protegido de 

la luz, durante 7 días, con etanol al 70%.  

El extracto resultante se evaporó a 40º C y presión de vapor reducida, hasta obtener una mezcla pastosa 

que contenía el crudo de metabolitos, la cual fue colocada en la estufa a 40º C hasta su secado total. 

Finalmente, para la obtención de los “crudos de saponinas” (extracto en n-butanol) fueron disueltos en 

agua 10 g del extracto hidroalcohólico, desengrasado con n-hexano y posteriormente extraído en 

embudo separador con n-butanol saturado en agua. La fase orgánica fue colectada y evaporada a 

presión reducida hasta sequedad, obteniéndose el crudo de saponinas deseado. Se preparó el extracto 

blando (solución de saponinas en agua destilada) en dependencia de la dosis a administrar en los 

animales.  

                                                           
 

3 A. Noa, M. Camacho, R.P. Calzada. P. López, (# 5445), ULV 
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3.2. Aspectos éticos con el uso de animales de laboratorio 

Los estudios se ejecutaron teniendo en cuenta las Buenas Prácticas de Laboratorio en Farmacología 

Experimental y todas las actividades se ejecutaron según lo establecido por los Procedimientos 

Normativos Operacionales (PNO) y sujetos a las inspecciones programadas por la Unidad de Garantía 

de la Calidad (UGC) y del Centro de Toxicología Experimental (CENTOX). Además, se cumplieron 

las normas de Bioética y Bioseguridad relacionadas con la experimentación animal. 

3.3. Animales 

Se utilizaron ratones adultos jóvenes de los dos sexos (8-9 semanas) de la línea balb/c (Anexo 3) por 

ser la recomendada para este tipo de ensayo genotóxico (Arencibia et al., 2011a), por contar en el país 

con una amplia base de datos fármaco-toxicológica sobre la especie y línea, así como por la experiencia 

con que cuenta el Centro en el trabajo con este modelo experimental. Son animales consanguíneos lo 

que resulta de vital importancia para la estandarización y evaluación en este tipo de técnicas.  

Al término de la cuarentena, el peso corporal oscilaba entre 20 y 30 g. Todos los animales fueron 

suministrados por el Centro Nacional de Producción de Animales de Laboratorio (CENPALAB), los 

cuales están previamente certificados para la investigación después de haberle realizado las pruebas de 

parasitología, bacteriología, virología y patología correspondientes (Anexo 1). 

3.4. Condiciones de tenencia y alimentación 

Los animales se mantuvieron bajo condiciones controladas: a una temperatura de 20 ± 2 ºC, con una 

humedad relativa de 30 a 70%, y ciclos de luz-oscuridad de 12 h. La administración de agua fue ad 

libitum. Para alimentarlos, se les suministró 5 g por animal, de pienso para ratas y ratones, todo 

propósito, esterilizable, que no requiere suplemento dietético: fórmula EAO1004, suministrada por el 

CENPALAB (Anexo 2). Este proceder se consideró homogéneo para todos los grupos de los ensayos a 

realizar. 

3.5. Diseño experimental 

Para la formación de los grupos experimentales se distribuyeron aleatoriamente 10 animales (5 de cada 

sexo) por cada grupo experimental, según lo establecido en (OECD, 2013).  
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Se conformaron cuatro grupos experimentales en dependencia de los tratamientos a administrar por 

cada ensayo.  

Como control negativo se utilizó la sustancia vehículo del extracto que fue el agua destilada, 

suministrada por vía oral. El volumen descrito para la administración fue de 10 mL/Kg de peso. En 

estos casos se establece que los animales permanezcan sin tratamiento alguno, pero según 

investigaciones precedentes sobre la experimentación animal se considera el empleo de agua destilada 

en un grupo para evaluar el efecto que el stress mecánico puede causar a los animales por la canulación 

oral repetitiva. 

Como control positivo se administró la ciclofosfamida (Lote: PCYDKB401) por vía intraperitoneal a 

una concentración de 50 mg/Kg de peso; evaluado ampliamente en los ensayos de genotoxicidad y 

mutagenicidad (Arencibia et al., 2011a, Abdella, 2012).  

En estudios de toxicidad aguda realizados previamente en el centro sobre Agave brittoniana subsp. 

brachypus, se determinó que a dosis de 1 mg/Kg de su extracto butanólico liofilizado no mostró 

evidencias de toxicidad al realizar un estudio anatomopatológico macro y microscópico de los órganos  

(estómago, corazón, hígado, bazo, riñones, pulmones) cuando se sacrificaron los animales. Este criterio 

contribuyó a la selección de las dosis a evaluar en genotoxicidad durante la presente investigación. De 

esta forma, se estableció la dosis de 1 mg/Kg como la dosis farmacológica de seguridad y se aumentó 

con el objetivo de establecer una dosis baja (ya descrita) y una media con valor de 5 mg/Kg. Ambas 

grupos se administraron por  canulación (entubación gástrica). 

3.6. Clínica 

Se realizaron dos observaciones diarias: en el horario de la mañana, comprendido entre las 8:30 y las 

10:30 horas y en la tarde, entre las 15:00 y 16:00 horas. En cada observación se tuvo en cuenta el 

estado general del animal después de la administración. Este procedimiento se basó en  la palpación y 

la detección de lesiones, así como las posibles afectaciones respiratorias, del sistema nervioso, sistema 

cardiovascular, gastrointestinal, el estado de la piel, el pelo, la coloración de las mucosas y de los ojos 

según recomendaciones en estudios anteriores (Shayne, 2007, Arencibia et al., 2010). 
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3.7. Medición del peso corporal 

Los animales fueron pesados al comienzo y fin del período de adaptación registrando los pesos en aras 

de seleccionar aquellos que participarían en el estudio. En el momento de la inoculación inicial (Fecha 

de Inicio experimental) se pesaron los animales para definir el peso real de los mismos al comienzo del 

estudio. Así mismo, se realizaron pesajes a todos los animales a intervalos semanales (1, 7 y 14 días) 

registrándose de forma individual por grupo, sexo y tratamiento (Shayne, 2007). A pesar de que la 

medición del peso corporal no se incluyó en los objetivos específicos, constituye una variable 

imprescindible para evaluar en los estudios toxicológicos sistémicos, resultado este que puede ser 

corroborado o no por una genotoxicidad del extracto a evaluar. 

3.8. Técnicas citogenéticas realizadas 

3.8.1. Ensayo de Micronúcleos en eritrocitos de Médula Ósea de ratón  

Un fémur de cada animal fue extraído y la cavidad medular se lavó por flujo con 2 ml de suero bovino 

fetal (OECD, 1997, Arencibia et al., 2013). La médula así obtenida se centrifugó a 1 000 r.p.m. por 10 

minutos y tras eliminar el sobrenadante se realizó un frotis del botón celular en láminas portaobjetos. 

Después de montadas las láminas (mínimo: 2/animal) se mantuvieron 24 horas a temperatura ambiente 

para su secado y posteriormente se fijaron en metanol absoluto durante 5 minutos, para su posterior 

tinción en Giemsa al 5% durante 12-15 minutos. Las láminas fueron codificadas, el análisis se realizó 

por tres observadores independientes y las observaciones fueron realizadas “a ciegas”(Hayashi et al., 

1994). Se contabilizó la presencia de EPC y ENC en 2 000 células/animal, con ayuda de un 

microscopio óptico BH-2. Además, se calculó la frecuencia de EPC portadores de micronúcleos (MN-

EPC) en 2 000 EPC/animal, según los requisitos establecidos. Posteriormente se calculó el índice de 

citotoxicidad dado por la relación de EPC/EN de la población total de eritrocitos (Saínz, 2001, Alvis, 

2010, Arencibia et al., 2011a). 

3.8.2. Ensayo de Micronúcleos en Sangre Periférica de ratón  

La muestra de sangre se tomó a los 48h pos tratamiento, obteniéndose por tijereteado de la cola. Se 

tomaron 5 μl, se colocaron sobre una lámina preparada con Naranja de Acridina y se cubrieron con 

cubreobjetos de 24 x 40mm. Se montaron dos láminas por animal, se codificaron y el análisis se 

realizó por dos observadores independientes y las observaciones se realizaron “a ciegas” (Carranza, 
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2011). Se contaron sobre la base de 1 000 reticulocitos por láminas (2 000 x animal), registrando los 

reticulocitos con micronúcleos (MNRETs). La observación se realizó en un microscopio de 

fluorescencia con la combinación de un filtro azul excitador de 480 nm y un filtro barrera amarillo- 

naranja 515 nm. Se evaluó con un aumento total de 400x (Saínz, 2001). 

Para cubrir las láminas se preparó una solución de Naranja de Acridina a una concentración de 1 

mg/ml. Se tomaron 10 μl de la solución y se extendieron con ayuda de una varilla de cristal sobre la 

lámina previamente calentada a 70°C. Las láminas se secaron a temperatura ambiente y se 

almacenaron en un lugar seco. Luego se procesaron los resultados en dependencia de la cantidad de 

micronúcleos maduros e inmaduros presentes, tomándose los primeros como un índice de referencia 

para indicar genotoxicidad en la muestra (Alvis, 2010). 

3.9.  Eutanasia 

La eutanasia se realizó por dislocación cervical, con previa atmósfera de éter, según establece la Unión 

Europea y el Consejo Canadiense del Cuidado de Animales (Baumans et al., 1997, CCAC, 2010).  

3.10. Análisis estadístico 

En las variables continuas peso corporal, frecuencia de EPC portadores de micronúcleos e índice de 

citotoxicidad (EPC/ENC), se procedió a verificar los supuestos para realizar el análisis de varianza 

(ANOVA), el cual pudo ser aplicado a los resultados que estuvieron distribuidos normalmente 

(normalidad, según la prueba de Shapiro-Wilks), existía dependencia entre las observaciones y 

presentaron homogeneidad de varianzas (prueba de Levene). Se estableció el nivel de significación de 

α =0,05. Para identificar entre qué grupos existían diferencias significativas, se utilizó el Test de 

Bonferroni en los datos que mostraban homogeneidad de varianzas y el Test de T2 de Tamhane para 

aquellos que no (Kirkland, 1994). 

En el caso de que no se cumpliera la normalidad de los datos, se aplicó el test no paramétrico Kruskal 

Wallis de k muestras independientes para determinar si existían diferencias (α =0,01) y el test de Mann-

Whitney (α =0,0017 dada la corrección de Bonferroni α/k para una significación del 99%) para 

determinar entre qué grupos existían las diferencias (Kirkland, 1994). 

Todos los análisis estadísticos se realizaron empleando el SPSS v15.0. 
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CAPÍTULO 4. RESULTADOS  

Durante la inspección clínica diaria a los animales no se encontraron síntomas de afecciones 

respiratorias, del sistema nervioso, del sistema cardiovascular y del gastrointestinal. No se detectaron 

en ninguno de los dos grupos de administración de Agave lesiones en la piel, cambios de coloración en 

las mucosas y ojos, ni piloerección. Aun así, un animal murió pero se considera que no fue causa de la 

dosis del extracto administrado a 1 mg/Kg, si no al daño físico producido por el proceso de canulación. 

4.1. Evaluación del peso corporal de los ratones balb/c en el Ensayo de Micronúcleos de Médula 

Ósea y Sangre Periférica 

Los resultados obtenidos en la evaluación del peso, de los ratones involucrados en el ensayo de 

Micronúcleos en Médula Ósea y en Sangre Periférica, se muestran en la Tabla III y Tabla IV 

respectivamente. 

 

Tabla III. Comportamiento del peso corporal (g) en ratones balb/c de ambos sexos durante el Ensayo de 

Micronúcleos en eritrocitos de Médula Ósea ( ̅ ± DE).  

Grupos Sexo Día 1 Día 7 Día 14 

Control 

negativo 

♀a 21,8 ± 1,17 
21,8 ± 0,84  

21,2 ± 0,94 
21,8 ± 1,49 

21,1 ± 0,65 
21,9 ± 1,28 

♂b 21,7 ± 0,47 22,5 ± 1,72 22,8 ± 1,21 

Extracto de 

Agave 1mg/Kg 

♀a 21,0 ± 0,92 
21,5 ± 1,29 

20,7 ± 0,83 
21,7 ± 1,27 

20,7 ± 0,85 
21,7 ± 1,58 

♂b 22,0 ± 1,48 22,7 ± 0,80  22,6 ± 1,62 

Extracto de 

Agave 5mg/Kg 

♀a 20,9 ±  0,75  
21,6 ± 1,34 

21,1 ± 0,84 
21,6 ± 1,08 

20,4 ± 0,44 
21,1 ± 1,03 

♂b 22,2 ± 1,51 22,0 ± 1,14 21,7 ± 1,1 

Control positivo 

(CF)
i
  

♀a 21,6 ± 0,8 
21,5 ± 0,74 

20,7 ± 1,0 
21,7 ± 1,50** 

19,3 ± 0,8 
20,3 ± 1,25*** 

♂b 21,3 ± 0,8 22,9 ± 0,93 21,3 ± 0,73 
(♀ Hembras - ♂ Machos, 

ab
- letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05 Test ANOVA) dentro de cada grupo entre los sexos según el 

peso corporal medido en los 14 días de experimentación, 

* diferencias significativas (p<0,05 Test ANOVA); entre el grupo de control positivo y los días de medición del peso 

corporal, 

 CF (Ciclofosfamida)
i
, administración intraperitoneal) 
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Tabla IV. Comportamiento del peso corporal (g) en ratones balb/c de ambos sexos durante el Ensayo de 

Micronúcleos en reticulocitos de Sangre Periférica ( ̅ ± DE).  

Grupos Sexo Día 1 Día 7 Día 14 

Control 

negativo 

♀ 20,5 ± 0,64 
22,1 ± 1,83 

22,8 ± 1,66 
22,2 ± 1,36 

22,9 ± 0,98 
22,3 ± 1,17 

♂ 23,6 ± 1,02 21,6 ± 0,75 21,6 ± 1,02 

Extracto de 

Agave 1mg/Kg 

♀a 20,6 ± 0,40 
21,6 ± 1,18 

21,3 ± 0,77 
21,9 ± 0,86 

21,2 ± 0,67 
21,7 ± 1,23 

♂b 22,5 ± 0,8 22,4 ± 0,65 22,4 ± 1,54 

Extracto de 

Agave 5mg/Kg 

♀a 21,5 ± 0,9 
21,6 ± 0,73 

20,7 ± 0,86 
21,8 ± 1,41 

20,6 ± 0,7 
21,5 ± 1,14 

♂b 21,8 ± 0,6 22,9 ± 0,83 22,4 ± 0,56 

Control 

positivo (CF)
i
  

♀a 21,1 ± 0,99 
21,6 ± 1,09**

 22,4 ± 0,64 
21,9 ± 0,81**

 21,2 ± 1,14 
20,3 ± 1,25***

 

♂b 22,0 ± 1,09 21,4 ± 0,65 19,5 ± 0,55 
(♀ Hembras - ♂ Machos, 

ab
- letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05 Test ANOVA) dentro de cada grupo entre los sexos según el 

peso corporal medido en los 14 días de experimentación, 

* diferencias significativas (p<0,05 Test ANOVA); entre el grupo de control positivo y los días de medición del peso 

corporal, 

CF (Ciclofosfamida)
i
, administración intraperitoneal) 

Del análisis estadístico realizado se comprobó que el peso corporal de los ratones en los dos 

experimentos, atendiendo a cada uno de los grupos de experimentación, no mostraba diferencias 

significativas para un nivel de significancia del 95%. 

A su vez, los pesos evaluados en los tres momentos de medición definidos en el capítulo anterior para 

el Ensayo de Micronúcleos en eritrocitos de Médula Ósea, se comportaron de forma homogénea en 

cada uno de los grupos de experimentación, excepto en el grupo de control positivo que  mostró 

diferencias significativas. En el Ensayo de Micronúcleos en reticulocitos de Sangre Periférica se 

observó un comportamiento similar ya que solo hubo diferencias significativas en el grupo donde se 

administró Ciclofosfamida. Las diferencias de pesos estuvieron dadas entre los pesos medidos a los 14 

días de iniciada la experimentación y los medidos al inicio y a los 7 días (Fig. 3). 
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(a)        (b) 

Figura 3. Efecto de la administración de la Ciclofosfamida en la medición del peso corporal (g) a los 1, 7 y 14 

días de iniciada la experimentación. (a) Ensayo de Micronúcleos en eritrocitos de Médula Ósea. (b) Ensayo de 

Micronúcleos en reticulocitos de Sangre Periférica.  

En el caso del Ensayo de Micronúcleos en Médula Ósea, hubo diferencias en los pesos dentro de cada 

grupo según el sexo de los ratones (Fig. 4a). En el Ensayo de Micronúcleos en Sangre Periférica, solo 

fueron observadas diferencias en el peso con respecto al sexo en el grupo de administración de Agave a 

1 mg/Kg y el grupo de administración de Agave a 5 mg/kg (Fig. 4b). 

  
(a)       (b) 

Figura 4. Peso corporal (g) según el sexo dentro de los cuatro grupos experimentales en (a) el Ensayo de 

Micronúcleos en Médula Ósea y (b) el Ensayo de Micronúcleos en Sangre Periférica 
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4.2. Ensayo de Micronúcleos en eritrocitos de Médula Ósea 

Se obtuvo una tinción diferencial donde los EPC se teñían de lila claro por su contenido en ARN 

ribosomal y los ENC con coloración beige-naranja-gris. Los MN fueron observados fuertemente 

teñidos con una coloración igual a la de los núcleos principales pero con un contorno preciso y en su 

mayoría redondos (Fig. 5).  

 
Figura 5. Eritrocitos observados en el Ensayo de Micronúcleos de Médula Ósea teñidos en Giemsa al 5%. 

Para obtener el índice de citotoxicidad medular se utilizó la relación EPC/ENC. Los resultados 

obtenidos para ambos sexos se muestran en la Tabla V (Fig. 6) y se evidencian diferencias 

significativas entre los cuatro grupos de experimentación.   

Tabla V. Efecto del extracto butanólico de Agave brittoniana subsp. brachypus en el número total de eritrocitos 

poli y normocromáticos y el índice de citotoxicidad en médula ósea de ratones balb/c de ambos sexos ( ̅ ± DE). 

Grupos Sexo EPC ENC EPC/ENC 

Control 

negativo 

♀b 383,5 ± 19,7 381,25 ± 

18,18 

116,5 ± 19,7 115,65 ± 

18,88 

3,38 ± 0,72 
3,39 ± 0,67* 

♂a 379,0 ± 18,5 114,8 ± 20,3 3,40 ± 0,71 

 Extracto de 

Agave 1mg/Kg 

♀bb 279,6 ± 5,8 281,50 ± 

4,74 

220,4 ± 5,8 218,50 ± 

4,74 

1,46 ± 0,05 
1,47 ± 0,05** 

♂aa 283,4 ± 2,9 216,6 ± 2,9 1,48 ± 0,04 

Extracto de 

Agave 5mg/Kg 

♀bb 272,4 ± 9,6 275,10 ± 

7,95 

227,6 ± 9,6 224,90 ± 

7,95 

1,18 ± 0,08 
1,18 ± 0,08*** 

♂aa 277,8 ± 5,7 222,2 ± 5,7 1,18 ± 0,08 

Control 

positivo (CF)
i
  

♀bbb 169,1 ± 41,3 177,10 ± 

41,32  

331,0 ± 41,5 323,45 ± 

40,93 

0,54 ± 0,17 
0,57 ± 0,19**** 

♂aaa 185,1 ± 44,5 315,9 ± 43,6 0,6 ± 0,22 
(♀ Hembras - ♂ Machos, 

* diferencias significativas (p<0,0017 dada la corrección de Bonferroni para una significación del 99%); entre los cuatro 

grupos de experimentación, 
a
 diferencias significativas (p<0,05 Test ANOVA); entre el índice de citotoxicidad de los ratones machos y los cuatro 

grupos de experimentación, 
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b
 diferencias significativas (p<0,05 Test ANOVA); entre el índice de citotoxicidad de los ratones hembras y los cuatro 

grupos de experimentación 

CF (Ciclofosfamida)
i
, administración intraperitoneal) 

 

 
Figura 6. Índice de citotoxicidad de los cuatro grupos de experimentación para el Ensayo de Micronúcleos en 

Médula Ósea. 

El comportamiento observado en el índice de citotoxicidad entre los cuatro grupos, se mantuvo al 

analizar los resultados según el sexo, evidenciándose que el índice del grupo de administración del 

agave 5 mg/Kg era un poco inferior que la del grupo de agave a 1 mg/Kg (Fig. 7). 
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Figura 7. Índice de citotoxicidad en ambos sexos de ratones balb/c en los cuatro grupos experimentales del 

Ensayo de Micronúcleos de Médula Ósea. 

En la Tabla VI se muestran los resultados obtenidos para la frecuencia de eritrocitos con micronúcleos. 

Tabla VI. Frecuencia de eritrocitos micronucleados observados en 2 000 células, en el Ensayo de Micronúcleos 

en Médula Ósea para ambos sexos ( ̅ ± DE). 

Grupo 
MN 

EPC/2000 
% 

Machos 

Control negativo 2,0 ± 0,71 0,1 ± 0,04 *
 

Extracto de Agave 1mg/Kg 4,8 ± 0,84 0,2 ± 0,04 **
 

Extracto de Agave 5mg/Kg 7,2 ± 1,3 0,4 ± 0,07 **
 

Control positivo (CF)
i
 27,0 ± 3,32 1,4 ± 0,17 *** 

Hembras 

Control negativo 2,6 ± 1,52 0,1 ± 0,08 *
 

Extracto de Agave 1mg/Kg 7,0 ± 1,0 0,4 ± 0,05 **
 

Extracto de Agave 5mg/Kg  9,0 ± 2,0  0,5 ± 0,10 **
 

Control positivo (CF)
i
  27,6 ± 3,65 1,4 ± 0,18 ***

 

Total 

Control negativo 2,3 ± 1,16 0,1 ± 0,06* 

 Extracto de Agave 1mg/Kg 5,9 ± 1,45 0,3 ± 0,07** 

Extracto de Agave 5mg/Kg 8,1 ± 1,85 0,4 ± 0,09** 

Control positivo (CF)
i
  27,3 ± 3,3 1,4 ± 0,17*** 
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(* diferencias significativas (p<0,0017 dada la corrección de Bonferroni para una significación del 99% o p<0,05 según la 

prueba estadística aplicada) entre los grupos de experimentación según el sexo y en la población general, 

CF (Ciclofosfamida)
i
, administración intraperitoneal) 

Del análisis estadístico realizado se comprobó que existen diferencias significativas entre los resultados 

obtenidos en los grupos de la administración del extracto de agave a 1 mg/Kg y 5 mg/Kg y los 

controles negativos y positivos, atendiendo a la frecuencia de eritrocitos micronucleados observados. 

Además, se comprobó que los resultados obtenidos en el grupo de la administración de agave a 1 

mg/Kg diferían de los del grupo de la administración de agave a 5 mg/Kg, siendo en este caso 

superiores a los de la dosis de 1 mg/Kg (Fig. 8). 

 
Figura 8. Porciento de eritrocitos con micronúcleos observados en 2 000 células, en los cuatro grupos de 

experimentación para el Ensayo de Micronúcleos en Médula Ósea. 

Al analizar el porciento de eritrocitos micronucleados según el sexo, se observó el mismo 

comportamiento anterior, en el que no existían diferencias entre los resultados obtenidos en los grupos 

de la administración del extracto de agave a 1 mg/Kg y 5 mg/Kg; pero los resultados obtenidos en estos 

dos grupos mostraban diferencias significativas tanto para el control negativo como para el control 

positivo (Fig. 9).  
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Figura 9. Porciento de eritrocitos con micronúcleos observados en 2 000 células, en los cuatro grupos de 

experimentación para el Ensayo de Micronúcleos en Médula Ósea según el sexo. 

4.3. Ensayo de Micronúcleos en reticulocitos de Sangre Periférica 

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. Además, los MN se vieron con una coloración fluorescente verde-

amarilla (Fig. 10). 

 

Figura 10. Reticulocitos observados en el Ensayo de Micronúcleos de Sangre Periférica teñidos en Naranja de 

Acridina. 
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En la Tabla VII se muestran los resultados obtenidos para la frecuencia de reticulocitos con 

micronúcleos.  

Tabla VII. Frecuencia de reticulocitos micronucleados observados en 2 000 células a las 48 horas post 

tratamiento, en el Ensayo de Micronúcleos en Sangre Periférica en ambos sexos ( ̅ ± DE). 

Grupo 
RETsMn 

2000Ret 
% 

Machos 

Control negativo 3,6 ± 1,52 0,2 ± 0,08 * 

Extracto de Agave 1mg/Kg 8,5 ± 1,92 0,4 ± 0,1** 

Extracto de Agave 5mg/Kg 9,0 ± 2,12 0,5 ± 0,11** 

Control positivo (CF)
i
 68,4 ± 10,95 3,4 ± 0,55 *** 

Hembras 

Control negativo 2,6 ± 1,34 0.1 ± 0,07 * 

Extracto de Agave 1mg/Kg 8,8 ± 2,17 0,4 ± 0,11** 

Extracto de Agave 5mg/Kg 9,8 ± 3,27 0,5 ± 0,16 ** 

Control positivo (CF)
i
  70,4 ± 13,72 3,5 ± 0,69 *** 

Total 

Control negativo 3,1 ± 1,45
 

0,2 ± 0,07 * 

 Extracto de Agave 1mg/Kg 8,7 ± 1,94
 

0,4 ± 0,1 ** 

Extracto de Agave 5mg/Kg 9,4 ± 2,63
 

0,5 ± 0,13 ** 

Control positivo (CF)
i
  69,4 ± 11,75

 
3,5 ± 0,59 *** 

(* diferencias significativas (p<0,0017 dada la corrección de Bonferroni para una significación del 99% o p<0,05 según la 

prueba estadística aplicada) entre los grupos de experimentación según el sexo y en la población general, 

CF (Ciclofosfamida)
i
, administración intraperitoneal) 

Del análisis estadístico realizado se comprobó que existen diferencias significativas entre los resultados 

obtenidos en los grupos de la administración del extracto de agave a 1 mg/Kg con los grupos de control 

y los obtenidos en el grupo de administración de agave a 5 mg/Kg y los grupos de control. Además, se 

comprobó que los resultados obtenidos en el grupo de la administración de agave a 1 mg/Kg no 

difieren de los del grupo de la administración de agave a 5 mg/Kg (Fig. 11). 
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Figura 11. Porciento de reticulocitos con micronúcleos observados en 2 000 células a las 48 horas post 

tratamiento, en los cuatro grupos de experimentación para el Ensayo de Micronúcleos en Sangre Periférica. 

Al analizar el porciento de reticulocitos micronucleados según el sexo, se observó el mismo 

comportamiento anterior, en el que no existían diferencias entre los resultados obtenidos en los grupos 

de la administración del extracto de agave a 1 mg/Kg y 5 mg/Kg; pero los resultados obtenidos en estos 

dos grupos mostraban diferencias significativas tanto para el control negativo como para el control 

positivo (Fig. 12). 

 
Figura 12. Porciento de reticulocitos con micronúcleos observados en 2 000 células a las 48 horas post 

tratamiento, en los cuatro grupos de experimentación para el Ensayo de Micronúcleos en Sangre Periférica en 

ambos sexos. 
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CAPÍTULO 5. DISCUSIÓN 

El tema de genotoxicidad está siendo cada vez más común en la actualidad dada la reciente utilización 

de diversos productos farmacológicos en el tratamiento de enfermedades y el aumento de la 

contaminación ambiental. La utilización de las actuales pruebas relacionadas a este tema se justifica 

por el incremento de las mutaciones en las células germinales y su consecuente expresión en 

enfermedades genéticas, por la estrecha relación existente entre la inestabilidad genómica de las células 

somáticas con el cáncer y las enfermedades degenerativas crónicas y el origen ambiental del cáncer. 

Además de las variables normalmente usadas para evaluar el daño genético en cada uno de los ensayos 

existentes, pueden usarse otras con el objetivo de determinar el estado de salud general de los 

individuos y para comprobar el funcionamiento adecuado de la batería de ensayos, como es el caso del 

peso corporal. 

5.1. Efecto de la administración oral de un extracto butanólico de Agave Brittoniana subsp. 

brachypus en el peso corporal de ratones balb/c  

Al evaluar la eficacia de un extracto que puede convertirse en un fármaco, es necesario aportar pruebas 

de sus efectos beneficiosos en estudios in vivo. En la presente investigación se analizó el efecto de la 

administración de un extracto butanólico de Agave brittoniana subsp. brachypus teniendo en cuenta el 

peso corporal. 

En la Tabla III y Tabla IV se puede observar que los pesos se comportaron de forma similar para cada 

uno de los grupos de experimentación en los dos ensayos de genotoxicidad, según los tres momentos de 

medición. Para ambos ensayos, la media de los pesos de los cuatro grupos experimentales aumentó 

durante la primera semana de experimentación pero comenzó a descender en la última semana, a 

excepción del grupo de control negativo que se mantuvo aumentando durante las dos semanas como 

era de esperar en este tipo de control (Anexo 4 y Anexo 5). Aunque los pesos se comportaron de forma 

homogénea en los cuatro grupos de experimentación de los dos ensayos, se notó que la media del peso 

corporal disminuía mientras aumentaba la concentración de la dosis del extracto de Agave suministrado 

con respecto al grupo de control negativo, lo cual entra en correspondencia con lo mostrado en 

(Pedraza, 2006, García, 2014), según el efecto descrito para las saponinas en relación al peso corporal. 
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Por el contrario, el peso de los ratones del grupo de control positivo aumentó durante la primera 

semana de experimentación debido a que en este tiempo no les fue administrada ninguna sustancia a no 

ser la que correspondiese con su alimentación normal.  Sin embargo, al término de la segunda semana 

siempre estuvo por debajo del resto de los grupos en cada momento de medición, lo cual puede ser 

resultado del efecto tóxico acumulativo de esta sustancia (Alonso, 2012). Este resultado se ha 

corroborado en estudios relacionados con este citostático (Cheah et al., 2009, V. et al., 2009), en los 

que se ha citado  como un importante potenciador de malestar abdominal y diarrea, síntomas que no se 

describieron en ninguno de los ratones de este grupo durante el tiempo de administración antes del 

sacrificio, pero que aun así la anorexia no fue eliminada del todo, lo que repercute en el descenso del 

peso corporal observado. 

Atendiendo al sexo, los ratones machos ganaron más peso que las hembras (Anexo 6) lo que constituye 

el comportamiento normal para los ratones de la línea usada, según los datos recogidos en (Laboratory, 

2014). 

5.2. Evaluación del potencial genotóxico de un extracto butanólico de Agave brittoniana subsp. 

brachypus en el Ensayo de Micronúcleos en eritrocitos de Médula Ósea en ratones balb/c 

La prueba de micronúcleos permite una rápida orientación sobre la proliferación celular en la Médula 

ósea y de su composición, vista en la carencia de EPC. El Ensayo de Micronúcleos desarrollado en 

médula ósea se considera uno de los más usados frecuentemente en pruebas cortas de genotoxicidad in 

vivo ya que proporciona un método simple y rápido para la detección de aberraciones cromosómicas 

por agentes químicos y físicos (Saínz, 2001). El principal factor de realizar este ensayo en la médula 

ósea lo constituye la capacidad metabólica que presenta la misma, la cual se considera ilimitada en 

edades tempranas de los organismos.  

Los resultados que se aprecian en la Tabla VI demuestran que el tratamiento con el extracto butanólico 

de Agave brittoniana subsp. brachypus por vía oral durante 14 días en ratones balb/c de ambos sexos 

mantuvo los índices espontáneos del número de micronúcleos en células de la médula ósea, de igual 

forma, este resultado no interfirió en la división celular según el índice de citotoxicidad evaluado. 

El índice EPC/ENC, indicador de la proliferación celular en médula ósea, fue estadísticamente 

diferente en los grupos tratados con el extracto y el control positivo, lo que indica ausencia de efecto 
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citotóxico del tratamiento a todas las dosis. Sin embargo, se evidenció que al aumentar la dosis de 

administración de agave, el índice de citotoxicidad se hacía más bajo (Fig. 6) como indicador de que a 

concentraciones mayores los valores se pueden acercar más al control positivo. Todos estos resultados 

indican que el extracto no interfiere negativamente en la división celular, por lo cual es factible analizar 

la genotoxicidad de las dosis del extracto en cuestión atendiendo a la frecuencia de eritrocitos 

micronucleados (Alvis, 2010).  

Este comportamiento se observó de igual forma al analizar los datos en ambos sexos. En los mismos, se 

evidenció que las hembras eran más susceptibles a presentar un mayor daño citotóxico (índice de 

citotoxicidad menor), en correspondencia con los resultados obtenidos por (Saínz, 2001, Narciandi, 

2014). Según (Fernandez et al., 1991), las diferencias intersexo observadas pueden ser atribuidas a las 

diferencias intrínsecas del metabolismo de ambos sexos. Se confirmó que los machos son menos 

sensibles que en las hembras a la acción de fármacos debido a la influencia de las hormonas sexuales 

masculinas sobre la síntesis proteica que ejercen un efecto estimulante en el metabolismo de los 

mismos.  

Las diferencias significativas observadas en la frecuencia de aparición de EPC con MN en los grupos 

tratados con el extracto de agave y el control positivo están relacionadas con el índice de citotoxicidad 

discutido anteriormente. Todo esto indica que para las dosis evaluadas en el modelo seleccionado y en 

las presentes condiciones de investigación, no se establece una genotoxicidad para el extracto de Agave 

estudiado. Aun así, se puede observar que la media de EPC micronucleados en el grupo de 

administración de agave a 5 mg/kg es mayor que la del grupo de administración de agave a 1 mg/Kg, 

expresando de forma preliminar una relación directa entre la dosis y esta variable, por lo que a mayores 

dosis de administración puede existir daño al material genético. Esto puede deberse a la mayor 

concentración de saponinas o mezclas de estas dentro del extracto evaluado, como se ha referenciado 

en estudios precedentes en otras especies (Liu et al., 2011). Este comportamiento fue igualmente 

observado al analizar el número de EPC con MN en ambos sexos, donde se ratifica que las hembras 

son más susceptibles a mostrar mayores frecuencias de estos valores que los machos y de la tendencia 

que se establece hacia el control positivo en relación a la dosis de administración.  

La validación de los experimentos realizados está dada por que la media de eritrocitos micronucleados 

observados en 2 000 células para el control negativo (2,3 ± 1,16) se encuentra entre 0-10 MN_EPC/2 
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000 EPC, debido a que normalmente la frecuencia basal espontánea de formación de MN es baja y a la 

vez característica en los biomodelos usados en los ensayos de genotoxicidad. Además, el incremento de 

MN_EPC en el control positivo respecto al control negativo tiene significación estadística (p<0,0017 

dada la corrección de Bonferroni para una significación del 99% usando el test no paramétrico de Mann 

Whitney) (Saínz, 2001).  

5.3. Evaluación del potencial genotóxico de un extracto butanólico de Agave Brittoniana subsp. 

brachypus en el Ensayo de Micronúcleos en reticulocitos de Sangre Periférica en ratones balb/c 

El Ensayo de Micronúcleos en Sangre Periférica de ratón ha sido validado para su uso en los estudios 

crónicos y está integrado satisfactoriamente dentro de los estudios de Toxicología general y en los 

Bioensayos de Carcinogénesis (Director et al., 1996, OECD, 1997). Según (Saínz, 2001), mediante esta 

técnica se puede identificar los efectos clastogénicos de sustancias químicas ya que la población celular 

es más uniforme y más fácil de evaluar, incluyendo la toma de muestra repetida de células sanguíneas 

de la cola del ratón sin tener que sacrificarlos posteriormente. Debido a esto, se pueden hacer varias 

preparaciones en un tiempo óptimo de inducción de MN después del tratamiento por muestreos 

periódicos de un mismo individuo. Es por ello, que los reticulocitos de Sangre periférica pueden ser 

evaluados con preferencia por encima de los eritrocitos de la médula ósea, pero en esta investigación 

son usados para ratificar la seguridad en los datos y mejorar el tiempo de lectura de los micronúcleos. 

Las diferencias significativas observadas en la frecuencia de aparición de RETsMn/2 000Ret en los 

grupos tratados con el extracto de agave y el control positivo ratifican los resultados obtenidos en el 

Ensayo de Micronúcleos de Médula Ósea. Todo esto indica que para las dosis evaluadas en el modelo 

seleccionado y en las presentes condiciones de investigación, no se establece una genotoxicidad para el 

extracto de agave estudiado.  

No obstante, a pesar de que el porciento de RETsMn/2 000Ret en los grupos de administración de 

agave a 1 mg/Kg no difería significativamente de los del grupo de administración de agave a 5 mg/Kg, 

la media de dicha variable para este último grupo excedía a la del grupo de administración de agave a 1 

mg/Kg, mostrando la misma tendencia observada en el Ensayo de Micronúcleos de Médula Ósea.   
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Al analizar el número de RETsMn/2000Ret en ambos sexos, se corrobora que las hembras son más 

susceptibles a mostrar mayores frecuencias de estos valores que los machos y de la tendencia que se 

establece hacia el control positivo en relación a la dosis de administración.  
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CONCLUSIONES 

 

1. La administración oral durante 14 días del extracto butanólico de Agave brittoniana T. subsp. 

brachypus no mostró efecto genotóxico en eritrocitos de médula ósea de ratones balb/c. Las 

dosis evaluadas arrojaron índices de citotoxicidad y estadísticamente diferentes al control 

positivo utilizado. 

2. La administración oral durante 14 días del extracto butanólico de Agave brittoniana T. subsp. 

brachypus no mostró efecto genotóxico en reticulocitos de sangre periférica de ratones balb/c. 

Las dosis evaluadas arrojaron índices genotoxicidad estadísticamente diferentes al control 

positivo utilizado. 
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RECOMENDACIONES 

 

1. Ampliar los estudios de genotoxicidad donde se analice el daño a la estructura primaria del ADN, en 

los genes y a nivel celular.  

2. Evaluar concentraciones mayores del extracto para definir su rango de seguridad biológica. 

3. Realizar estudios a dosis repetida del extracto (28 días) donde se analicen variables hemoquímicas, 

hematológicas, patológicas e histológicas. 
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ANEXOS 
Anexo 1. Certificado de Calidad de Roedores SPF para la línea de ratones balb/c usada en la experimentación. 

Salud y Zootecnia. CENPALAB 
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Anexo 2. Certificado de autorizo de alimento concentrado para la línea balb/c usada en la experimentación 
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Anexo 3. Certificado de calidad genética de roedores SPF para la línea balb/c usada en la experimentación 
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Anexo 4. Comportamiento de la media del peso corporal (g) de los ratones de cada grupo experimental en los 

días 1, 7 y 14 de iniciado el Ensayo de Micronúcleos en Médula Ósea. 

 

 

Anexo 5. Comportamiento de la media del peso corporal (g) de los ratones de cada grupo experimental en los 

días 1, 7 y 14 de iniciado el Ensayo de Micronúcleos en Sangre Periférica. 
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Anexo 6. Peso corporal (g) de los ratones balb/c en ambos sexos para (a) Ensayo de Micronúcleos en Médula 

Ósea, (b) Ensayo de Micronúcleos en Sangre Periférica y (c) datos de referencia internacional sobre el peso 

corporal de ratones balb/c de 3-20 semanas (Fuente: http://jaxmice.jax.org/strain/000651.html). 

 
a)        b) 

 
c) 
 
 
 
 

 

http://jaxmice.jax.org/strain/000651.html
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