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Resumen

RESUMEN

La especie Agave brittoniana T. subsp. brachypus es endémica de la region central del pais y se le
reconocen un conjunto de metabolitos que le confieren actividad antiparasitaria, antiinflamatoria y
antifungica. EI 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 relacién a su
influencia en el material genético. Por ello, el objetivo de este trabajo consistio en evaluar el potencial
genotdxico de la administracion de un extracto butanolico de esta especie, utilizando el Ensayo de
Microndcleos de Médula Osea y de Sangre Periférica en ratones balb/c de ambos sexos administrados
durante 14 dias por via oral a dosis repetidas (1 y 5 mg/Kg). Como control positivo fue utilizado la
Ciclofosfamida, mutageno altamente empleado en los estudios de este tipo. Ademas, se analizo el peso
corporal como variable de salud. En el ensayo de micronlcleos, el extracto no resulto citotdxico, no
aumentd la frecuencia de células en médula dsea con microndcleos, ni la frecuencia de reticulocitos
micronucleados en sangre periférica. Aun asi, el extracto administrado a 5mg/Kg evidencio 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
butandlico de Agave brittoniana T. subsp. brachypus no es genot6xico para ninguno de los dos ensayos
aplicados segun las condiciones de laboratorio, las dosis evaluadas y el modelo seleccionado.

Palabras Claves: agave, genotoxicidad, médula 6sea, microndcleos, sangre periférica.



Abstract

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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Capitulo 1. - Introduccion

CAPITULO 1. INTRODUCCION

La principal importancia de la Medicina Natural se evidencia a través del tratamiento de la persona y
no solamente de la enfermedad. Generalmente, los quimicos usados en la elaboracion de medicamentos
curan un padecimiento en un corto periodo de tiempo pero pueden perjudicar otros 6rganos sensibles
del cuerpo, por lo que su uso constante no siempre es recomendable. La utilizacion de la medicina
natural frente a su alternativa quimica, se remonta a muchos siglos antes de que apareciera la ciencia 'y

para muchas personas representa una opcion 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 utilizacion en el tratamiento de gastritis y Ulceras debido a sus propiedades antisépticas
externas e internas, disminuye los niveles de colesterol y triglicéridos, mejora la eliminacion de toxinas
en el cuerpo y se recomienda su uso en la tuberculosis, enfermedades hepaticas vy la ictericia. En Cuba,
se han identificado 18 especies, siendo el Agave brittoniana T. endémica de la region central del pais y
que cuenta con las subespecies A. brittoniana T. subsp. spirituana y A. brittoniana T. subsp.
brachypus. (CECMED, 2012).

La legislacion actual exige que, previamente al registro y comercializacion, se evalle 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 estan vinculados a farmacos 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 dafio al material genético que pueda causar la sustancia

administrada.

Dentro de los ensayos genotoxicos in vivo mas utilizados se encuentra el Ensayo de los Micronucleos
tanto en médula 6sea como en sangre periférica. El resultado de numerosos trabajos demostré que
varios complejos quimicos incrementan de modo significativo el nimero de microndcleos (Zalacain et
al., 2005). Por tanto, el recuento de microntcleos como medida de dafio cromosomico permite que de
forma rapida y certera se pueda detectar el nivel de toxicidad que pueda presentar la célula u 6rgano

diana en cuestién e incluso determinar los agentes mutagénicos causantes de tal desorden genético.
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Segun estudios fitoquimicos realizados en A. brittoniana T. subsp. brachypus, se ha determinado que
las saponinas y azUcares reductores son los componentes que en mayor concentracion 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 relacion 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 dafio genético en la administracion 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

Hipotesis de investigacion
e El extracto butan6lico de Agave brittoniana T. subsp. brachypus administrado a ratones balb/c
durante 14 dias, por via oral en dosis de 1 y 5 mg/kg, no es genotoxico en el Ensayo de

Microntcleos de Médula Osea y de Sangre Periférica.

En consideracion a lo expuesto previamente se traza el siguiente

Objetivo general

Evaluar el efecto genotoxico in vivo de la administracion oral de un extracto butanodlico de Agave
brittoniana T. subsp. brachypus en ratones balb/c, utilizando el Ensayo de Micronucleos en Médula
Osea y Sangre Periférica.

Metodoldgicamente este objetivo fue abordado en los siguientes

Objetivos especificos
1. Evaluar el efecto genotdxico de la administracion oral durante 14 dias de un extracto butandlico
de Agave brittoniana T. subsp. brachypus en eritrocitos de médula 6sea de ratones balb/c

mediante el Ensayo de Micronucleos.

2. Evaluar el efecto genotoxico de la administracion oral durante 14 dias de un extracto butandlico
de Agave brittoniana T. subsp. brachypus en reticulocitos de sangre periférica de ratones balb/c

mediante el Ensayo de Micronucleos.
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Capitulo 2. - Revision bibliografica

CAPITULO 2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Evaluaciones toxicoldgicas preclinicas
En la actualidad, la mayoria de la atencion médica culmina con la prescripcién de un medicamento.
Todo comienza con la identificacion de un principio activo que ofrezca la solucion al problema que se
intenta resolver. Antes de efectuar cualquier tipo de evaluacion toxicoldgica sobre estos, ya se debe
conocer su efecto farmacoldgico principal y secundario derivados de las interrelaciones en su
mecanismo de accién dentro del organismo; asi como la dosis en la cual ocurren dichos efectos. Por
ello, la primera dosis a evaluar en los estudios de toxicologia es la dosis farmacoldgica, conociéndose
con antelacion la farmacocinética y farmacodinamia del principio activo, todo con el objetivo de

determinar el grado de seguridad de su utilizacién en humanos.

La realizacion de un conjunto de estudios toxicoldgicos en diferentes especies de animales permite
identificar la toxicidad intrinseca, asi como los drganos y tejidos diana de la toxicidad relacionada con
el compuesto en evaluacion. El tipo y disefio de estos estudios estard en dependencia de las
caracteristicas y destino final del producto, pero en la generalidad de los casos, el objetivo debe ser la
demostracién de las potencialidades tdxicas por administracion Unica (toxicologia aguda),
administraciones repetidas (subcronica y cronica) y estudios especiales de genotoxicidad, toxicologia
de la reproduccion y la fertilidad, llegando incluso en muchos casos a ser necesario la evaluacion de su
potencial carcinogénico (Baber, 1994, Garthoff, 1995, CECMED., 2001).

La toxicologia se define como el estudio de los efectos adversos de agentes quimicos, fisicos o
biol6gicos en organismos vivos y ecosistemas y esta basado en el principio del siglo XVI que cualquier

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

El estudio de la toxicidad aguda, o de dosis Unicas, evalua la toxicidad inducida por la droga sujeta a
estudio como resultado de la administracion de dosis altas, ya sea por la administracion Unica o
repetida en un intervalo no mayor de 24 horas (Botham, 2002), brindando informacion intrinseca del
producto y el posible riesgo que conlleva su exposicion aguda. Ademas, aporta valiosa informacion

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

La seleccion de los niveles de dosis ha sufrido variaciones con la introduccion de estos nuevos

métodos. La dosis de 5000 mg/kg, nivel aceptado durante mucho tiempo como dosis méaxima, desde

3
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diciembre de 2001 se ha reducido a 2000 mg/kg en el método de las Clases, el Test Limite y el Método

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

A los resultados de los estudios de dosis unica le sigue la realizacion de estudios de administracion
continuada, con disefios subagudos, subcronicos y cronicos. En el primero de ellos se estudian los
efectos toxicos que se manifiestan tras la administracion repetida de una sustancia durante un corto
periodo de tiempo, generalmente entre 14 y 30 dias (Gamez, 2007, Arencibia, 2015). En la toxicidad
subcrénica se analizan los efectos adversos por la toxicidad acumulada de la sustancia administrada o
sus metabolitos, los cuales ocurren por la administracion del agente durante un periodo de tiempo que
representa aproximadamente el 10% de la vida del animal. Los ensayos cronicos se realizan con el
objetivo de determinar el potencial toxicolégico de la sustancia luego de una prolongada y repetida
administracion. La maxima 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 subcrénico precedente. Por su parte, la dosis menor no debe inducir evidencias de
toxicidad, mientras que en la dosis intermedia se debe manifestar una disminucion de los sintomas y

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

Dentro de los estudios toxicolégicos se pueden incluir ademas ensayos in vitro para detectar
alteraciones de las funciones celulares bésicas, debido a la exposicion a un compuesto prueba que
conlleve dafio celular. Una vez determinado la existencia de dafio citotoxico es importante determinar

si existe genotoxicidad a partir de la administracion del compuesto.

Los otros estudios a realizar en la toxicologia preclinica son agquellos encaminados a evaluar el efecto
de la sustancia prueba sobre la fertilidad, su potencial teratogénico y su efecto peri-postnatal.
Finalmente, los estudios de carcinogenesis 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 accién e incremento de la concentracion de la sustancia o sus metabolitos

en tejidos susceptibles (Boada, 2004).

2.2. Toxicologia genética
La justificacion inicial para las pruebas genéticas fue articulada por Alexander Hollaender a finales de
1960, al fundar la Sociedad de Mutagenos Ambientales (Brusick, 1999). Desde entonces, la

identificacion de la mutagenicidad potencial de los quimicos ambientales, asi como la valoracion del
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riesgo mutagénico de productos quimicos industriales se han convertido en uno de los objetivos mas

importantes de la toxicologia genética.

La toxicologia genética es, por definicién, el estudio de la forma en que agentes quimicos o fisicos
afectan al proceso de la herencia. Las sustancias quimicas genotoxicas son compuestos capaces de
modificar el material hereditario de las células vivas. La probabilidad de que una determinada sustancia
cause un dafio genético depende inevitablemente de diversas variables, como el nivel de exposicion del
organismo a la sustancia, la distribucion y retencién de esta una vez que ha penetrado en el cuerpo, la
eficiencia de los sistemas de activacion metabolica y/o detoxificacién en los tejidos diana y la
reactividad de la sustancia o de sus metabolitos con macromoléculas criticas de las células. El principal
objetivo de la toxicologia genética es la valoracidn de la habilidad de los compuestos quimicos para
inducir mutaciones en las células humanas. No obstante, estd claro que es imposible valorar
directamente el riesgo mutagénico de los compuestos quimicos en los humanos, por lo que se hace
necesaria la generacion de una amplia variedad de métodos de prueba con ese fin. Estos métodos son
conocidos como bateria de ensayos y los biomarcadores que comunmente se utilizan son
microorganismos, células in vitro de humanos y de otros mamiferos, modelos de plantas y animales de
laboratorio (Misra y Waalkes, 2001).

La replicacion y reparacion del ADN no es un proceso perfecto, y en raras ocasiones, ocurren dafos
genéticos (Brusick, 1999). El dafio al ADN puede ser dividido en varias categorias basado en la

naturaleza del ADN modificado:

A. Dafos de alteracion del ADN: Involucra la rotura y/o intercambio de segmentos de ADN entre
las estructuras de los cromosomas. Este tipo de dafio puede ser visible a través de analisis
citologico 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 especificamente no estan enfocados en el acido 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 nucle6tidos. Generalmente,
este tipo de dafio produce puntos de mutaciones a través de la sustitucion, eliminacion o
insercion de pares de bases o puede inducir una recombinacion entre cromatidas hermanas. Las
microlesiones son generalmente inducidas por agentes cuyo objetivo es el acido nucleico (e.g.,

agentes electrofilicos)
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En la mayoria de los organismos, los dafios en el ADN ocurren en una razon predecible para cada gen
(op. cit.). Sin embargo, otros dafios pueden ser producidos por agentes enddgenos y exogenos que
interactian con el ADN y por ello son clasificados como genotoxicos. Algunos ejemplos de agentes
enddgenos son los radicales libres, los peroxidos producidos durante el metabolismo oxidativo y los

aldehidos y cetonas producidas bioldgicamente.

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

Debido a su relativa abundancia en las células, las proteinas son la diana mas frecuente de la
interaccion téxica. No obstante, preocupa mas la modificacion del ADN por la importante mision de
éste como regulador del crecimiento y la diferenciacion a lo largo de multiples generaciones de células.
A nivel molecular, los compuestos electréfilos tienden a atacar al oxigeno y el nitrégeno del ADN.
Aunque también son dianas de la modificacién quimica los oxigenos de los grupos fosfato del
esqueleto del ADN, se estima que tiene mas importancia bioldgica el dafio a las bases, ya que estos
grupos estan considerados como los elementos primarios de informacion de la molécula de ADN
(Misra y Waalkes, 2001).

_-Alterocién de una base

Entrecruzomiento
infroproteinico

__—Ratura de uno
solo hebra

Entrecruzomiento 7.

ADM-proteing  (/~ _Rotura de los

-~ dos hebras
Sede apurinica —_

Entrecruzamiento

intrahebro

Enfrecruzamiento

interhebros

Figura 1. Tipos de dafio al complejo ADN-proteina. Fuente: (Misra y Waalkes, 2001)
Es caracteristico que los compuestos que contienen una sola unidad electrofila causen la genotoxicidad

produciendo monoaductos en el ADN. Analogamente, los compuestos que contienen dos 0 mas

unidades reactivas pueden reaccionar con dos centros nucledfilos distintos y de esa manera producir
6
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entrecruzamientos intra o intermoleculares en el material genético (Fig. 1). Los entrecruzamientos
ADN-ADN y ADN-proteina pueden ser especialmente citotoxicos, pues pueden formar bloques
completos para la replicacion del ADN. Los agentes genotoxicos pueden actuar también induciendo

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

Los agentes genotdxicos pueden ser agentes fisicos (luz ultravioleta (UV), radiaciones ionizantes,
entre otros) o productos quimicos (como los agentes alquilantes, metales, pesticidas, entre otros)
capaces de alterar la informacion genética celular. En cada una de estas sustancias, se efectlian varios

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

Uno de los agentes mutagénicos mas efectivos en bacterias es la radiacion UV de longitud de onda
corta. La longitud de onda efectiva para la mutagénesis esta comprendida entre los 200 y 300 nm. El
mecanismo mas importante de la accion de la luz UV es la formacion de dimeros (timina-timina;
timina-citosina; citosina-citosina) entre pirimidinas adyacentes, lo que incrementa enormemente la
probabilidad de que durante la replicacion, la polimerasa de ADN inserte un nucle6tido incorrecto.
Tales dimeros distorsionan la hélice de DNA e impiden su replicacién, como resultado la célula no se
divide y puede morir (Hartl y Jones, 1998).

Las radiaciones ionizantes son formas de radiacion mas potente, e incluyen rayos de longitud de onda
corta, como los rayos X, emisiones de elementos radioactivos, y rayos gamma. Estas radiaciones
causan la ionizacion del agua y de otras sustancias; produciéndose indirectamente efectos mutagénicos
debido a esta ionizacion (Benavides y Guénet, 2003). Como la mayor parte de la célula esta constituida
por agua, la radiacion ionizante suele generar radicales libres, en forma de hidrogeno o de radicales
hidroxilo (OH") ionizados, derivados ambos del agua. Estos radicales reaccionan con otras moléculas
de su misma clase para formar peroxido de hidrogeno (H.0O,) cuyas moléculas tienen gran poder de
reaccién y pueden destruir la estructura de las proteinas y del ADN. La lesion producida por la
radiacion induce trastornos del funcionamiento de los procesos metabolicos celulares llevandola a la

muerte.

La genetista escocesa Charlotte Auerbach fue la primera en demostrar, en la década del ‘60, el peligro
que representaba la utilizacion de un agente quimico (el “gas mostaza”) para las personas, debido a su
fuerte actividad mutagenica. Actualmente, se conocen varios productos quimicos que son mutagénicos,

clasificandose segun su modo de accion en (Benavides y Guénet, 2003):
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e Anélogos de bases: Se incorporan en el ADN (durante la replicacion) en lugar de las bases
correspondientes, debido a su alta similitud. Cuando uno de estos analogos de bases se
incorpora en el ADN, la replicacion sigue normalmente, aunque a veces ocurren errores de
lectura que resultan en la incorporacion de bases erréneas. 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.

e Agentes intercalantes: Son moléculas planas que se insertan entre dos pares de bases del ADN,
separandolas entre si. Durante la replicacién, esta conformacion 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.

e Agentes que reaccionan con el ADN: Son agentes quimicos que reaccionan directamente con el
ADN que no se esta replicando, ocasionando cambios quimicos en las bases al momento de la
replicacion. Entre ellos se encuentra el acido nitroso (HNOy), la hidroxilamina (NH,OH) y los
agentes alquilantes. Dentro de este Gltimo se destacan los compuestos etil metano sulfonato
(EMS), etiletanosulfonato, mostaza nitrogenada. El etil metano sulfonato (EMS) introduce un
metilo en la guanina provocando la transicion GC a AT. El acido nitroso elimina el grupo
amino (desaminacion) de adenina y citosina, convirtiendo estas bases en hipoxantina (H) y
uracilo (U), respectivamente. Hidroxilamina afiade 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 adicién de grupos metilo o etilo a la guanina,
haciendo que se comporte como un analogo 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
pequefas para los seres vivos; en el organismo se transforma de cromo VI a cromo Ill. En cantidades
elevadas este metal interacttia con los &cidos nucleicos produciendo micro y macrolesiones, sarcomas,
carcinomas y adenocarcinomas. En la Tabla | se pueden observar los efectos genotoxicos de algunos

metales pesados.
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A pesar de los efectos beneficiosos asociados al uso de plaguicidas, muchos de estos productos
quimicos pueden presentar peligros potenciales para el medio ambiente y la salud humana (Matheus y
Bolarios, 2014).

Tabla 1. Algunos metales pesados y sus efectos genotoxicos en los seres vivos. Fuente: (Arencibia, 2014)

Metal Efecto genotoxico
Arsénico Cancer de piel, efectos sobre la reproduccion, mutagénico
Cadmio Mutagénico, sarcomas.
Niquel Céancer 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 funcion reproductiva masculina, pudiendo causar dafios 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 bibliogréficas han recopilado una variedad de publicaciones que relacionan diferentes tipos
de neoplasias: leucemia, mielomas, melanomas, cancer de pulmén, coldn, recto, pancreas, 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 dafio al material
genético, incluyendo tanto al ADN como a aquellos componentes celulares que estan relacionados con

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

Para realizar la correcta evaluacion genotdxica se disefian los ensayos de genotoxicidad con el objetivo
de detectar el dafio originado al material genético. En la actualidad, no existe un test especifico para
detectar todos los tipos de mutaciones que pueden ocurrir, por lo que se establece la realizacion de una
bateria de ensayos tanto in vitro como in vivo en dependencia del mecanismo biolégico que se desee

analizar.

Los estudios genotoxicos in vitro garantizan la deteccion del potencial mutagénico de numerosos
compuestos. (Arencibia et al., 2009). Dentro de estos estudios se destacan el ensayo de Ames, el de
aberraciones cromosomicas en cultivos de linfocitos de sangre periférica humana, el ensayo de la
Fraccion microsomal de higado 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 sustitucion 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 dafio al
ADN en células individuales, mostrando las rupturas de cadena y sitios labiles al &lcali en el ADN, al
cuantificar la migracion del ADN (Tice et al., 2000, Villasana, 2008, Arencibia, 2014).

Todas estas técnicas son altamente utilizadas y confiables para detectar todo indice de genotoxicidad en
los seres vivos pero esta regulado por la OECD' que en todos los ensayos in vitro a desarrollarse
durante una investigacion es imprescindible utilizar un sistema de activacion metabdlica exdgeno para

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

Por esta razon, 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 utilizacion por otras técnicas de la toxicologia
experimental; no obstante, se han tomado alternativas para evitar el sufrimiento y el uso descuidado de
los animales en las investigaciones como es la aplicacion del principio de las “3R”; refinamiento,

reduccion y reemplazo.

Dentro de los ensayos in vivo mas utilizados se pueden mencionar el ensayo Cometa que se utiliza en
gran medida para determinar el nivel de afectacion que puede producirse en la estructura primaria del
ADN. También constituye en estudio importante el ensayo Morfologia de la Cabeza del
Espermatozoide de raton, el cual se efectlia a través del analisis de anomalias que se pueden presentar
en la cabeza de los espermatozoides de los animales que se usen como patrén. Uno de los ensayos mas
certeros a la hora de detectar el dafio a nivel de cromosoma es el de la aparicién de microndcleos; tanto

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

2.4.1. Estrategias regulatorias en los ensayos de genotoxicidad
Los estudios mutagénicos y genotdxicos en la toxicologia experimental, se realizan cuando ya se han
realizado todos los estudios de toxicidad aguda potencial del producto a evaluar en dos especies y por
al menos dos vias; la que se propone para su uso en humanos y otra que por lo general es la via
intraperitoneal. Las autoridades regulatorias como la ICH (Conferencia Internacional sobre la

Armonizacién), OECD (Organizacion para la Cooperacion Economica y el Desarrollo) y EPA

! Del ingles, Organization for Economic Co-operation and Development
10
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(Agencia para la Proteccion del Ambiente en Estados Unidos), exigen un ensayo in vitro que determine
dafo a nivel de genes (de ser posible el Ensayo de Ames) y un ensayo in vivo que determine dafio a
nivel de los cromosomas (se recomienda el Ensayo de Microntcleos en Médula Osea de ratones para

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

En aquellos organismos que estan 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 accion e incremento de la concentracion de la sustancia o sus metabolitos
en tejidos susceptibles (Gamez, 2007). En su evaluacion se emplea la misma via de administracion que
en la practica médica. El ensayo mas ampliamente empleado es el tratamiento crénico en roedores, con
una duracion de 24 meses en ratas y 18 meses en ratones, siendo las lineas de ratas mas empleadas la
Fischer y la Sprague Dawley; mientras que las lineas de ratones son B6C3F1, CD-1y OF-1 (Chhabra et
al., 1990, Piccirillo, 1999).

2.5. Ensayo de Micronucleos
Los micronucleos (MN) fueron utilizados por primera vez por H.J. Evans, para cuantificar el dafio
cromosOmico en las puntas de las raices 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 micronucleos en cultivos de células fue por Countryman y Heddle en 1976, en cultivos
de linfocitos humanos. Mas tarde fue mejorado por Fenech y Morley en 1985 al desarrollar la técnica
del blogueo de la citocinesis (CBMN: cytokinesis-block micronucleus), en la que hacen uso del agente

quimico citocalasina-B que impide la citocinesis celular.

La prueba se realiza en diferentes tipos celulares: eritrocitos policromaticos de la médula ésea, cultivos
de linfocitos de sangre periférica, eritrocitos jovenes y maduros de la sangre periférica, queratinocitos,
células de la mucosa bucal, hepatocitos de rata, células germinales y células de descamacién de la

vagina de la rata, entre otros.

Cuando los eritoblastos se transforman en eritrocitos policromaticos (EPC), el ndcleo principal es
eliminado y los micronicleos se forman a partir de cualquier resto de este dejado en el citoplasma.

Debido a esto la visualizacion de los micronucleos es mas facil (Arencibia et al., 2009). Un incremento

11
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en la frecuencia de los eritrocitos policromaticos micronucleados en animales tratados es un indicio de

dafio inducido a los cromosomas.

Segun las pautas establecidas por la OECD para las pruebas de quimicos 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 clinicas, peso corporal y o patologias que indiquen que un sexo es mas susceptible que
otro), entonces debe ser usado el sexo en que sea mas susceptible. Normalmente, la administracion de
las dosis debe hacerse por la misma via en la que sera administrada la sustancia en humanos. La prueba

puede ser ejecutada en ratas o ratones de dos formas:

e Las muestras de la médula 6sea son tomadas al menos dos veces (de grupos independientes de
animales), iniciando no antes de las 24 horas después del tratamiento, pero no mas alla 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 informacién cuantitativa de la respuesta a la

dosis.

e Si se tratan los animales por dos 0 mas dias (e.g. dos 0 mas 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 désea son usualmente obtenidas del fémur o la tibia de los animales,
inmediatamente después de la eutanasia. Comunmente, las células son removidas, preparadas y tefiidas
usando los métodos establecidos (Naranja de Acridina o Giemsa). Las laminas pueden ser codificadas
por dos observadores independientes de forma “ciega” promediando el resultado final. Se contabiliza la
presencia de EPC vy eritrocitos normocromaticos (ENC) en al menos 500 célula/animal para las
muestras de médula 6sea y en 2 000 para muestras de sangre periférica. Para analizar la genotoxicidad
se puede calcular la frecuencia de EPC portadores de micronucleos en las cantidades analizadas
anteriormente y calcular el indice de citotoxicidad dado por la relacion de EPC/ENC de la poblacion
total de eritrocitos y el numero de EPC con uno, dos y méas de dos microndcleos en cada grupo para
determinar el grado de genotoxicidad (Arencibia et al., 2011b).

12
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2.5.1. Caracteristicas de los micronucleos
Los micronucleos constituyen aglomeraciones de cromatina que adquieren forma de pequefios ndcleos.
Son cuerpos extranucleares que se forman durante la mitosis en la transicion de la etapa metafase a la
anafase debido a errores durante la replicacion, la posterior division del ADN, roturas cromosomicas 0
efectos propios de la radiacion y sustancias genotoxicas. Estos micronlcleos no logran incorporarse al
nucleo de las células hijas, lo que trae como consecuencia una pérdida cromosémica y que el reparto
del material genético no sea equitativo en las siguientes generaciones. De esta manera, se disponen
como fragmentos cromosdmicos acéntricos que se rodean de membrana nuclear y llegan a aparecer en
el citoplasma como pequefios nucleos visibles al microscopio éptico (Matheus y Bolafios, 2014). En la

Fig. 2 se muestra con mas detalle el proceso de formacion de los micronucleos.
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Figura 2. Mecanismo de formacién de los micronucleos. (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) Formacion a partir de perturbaciones mitéticas del tipo breage-fusion-bridge (BFB) —I- Torsion
entre dos centrdmeros de un cromosoma dicéntrico. — I1- Separacion de los centromeros en los cromosomas
involucrados en puentes de anafase. Fuente: (Terradas et al., 2010)
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El dafio producido puede ser debido a dos efectos principales que se manifiestan durante una division
celular errénea, lo que incide en el tamafio y presencia de estructuras que caracterizan los
micronlcleos. El efecto aneuploidégeno se produce cuando los cromosomas completos quedan
rezagados por un dafio en el uso mitético que se interpreta como pérdida de dichos cromosomas,
mientras que el efecto clastogénico solo se evidencia en pequefios fragmentos cromosémicos que no
van a presentar centromero. En ambos casos se impide la inclusion de los mismos al ndcleo de las

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

Los microndcleos son morfoldgicamente idénticos pero méas pequefios que el nacleo principal. Algunas
de las caracteristicas que se pueden utilizar para identificarlos son relacionadas por (Fenech et al.,

2003) y se describen a continuacion:

e El didmetro de los de los micronucleos en los linfocitos humanos varian normalmente entre

1/16 y 1/3 del diametro promedio de nucleo principal.
e Tienen forma redondeada u ovalada

e Son no refractales y por tanto se pueden distinguir facilmente de otros elementos como

particulas de tincién.
e No estan conectados o enlazados al nucleo principal

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

delimitado del borde nuclear.

Usualmente tienen la misma intensidad de tincion que la del nucleo principal pero algunas veces puede

ser mas intensa.

2.5.2. Agentes micronucleogénicos. Mecanismos de accion
Los agentes micronucleogenicos se clasifican en dos tipos con base en su mecanismo de accion;
aneugeénicos y clastogénicos (Martinez, 2009). Los agentes aneugénicos son agentes quimicos que
incrementan la formacion de cromosomas dentro de la célula. Esto es logrado por medio de una
segregacion desigual de cromosomas durante division celular, resultando en una célula hija con mas
cromosomas que lo normal y otra con menos. EI modo de accion de estos compuestos es generalmente
a través de la interrupcion de la formacidn del huso mitético que causa un numero desigual del nimero

de cromosomas en cada célula hija resultante (Plant, 2003). Aquellos cromosomas que no son

14
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incorporados al ndcleo durante la anafase pueden ser rodeados por la envoltura nuclear y formar un
micronucleo (Fig. 2A). EI ADN contenido en el micronucleo podria equilibrar el ADN nuclear y

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

Los compuestos que causan aneuploidias (agentes aneugénicos) no necesariamente interfieren en el
ADN, sino que ejercen su efecto alterando la segregacion de ADN durante la meiosis. Al contrario de
esto, los agentes clastogénicos son agentes fisicos o quimicos capaces de inducir roturas cromosomicas,
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 nacleo de la célula
hija, formando facilmente estructuras micronucleicas (Fig. 2B)(Terradas et al., 2010).

No obstante, pueden existir otras fuentes de formacion de los micronucleos. Algunos tratamientos, tales
como la incubacion con hydroxyurea o exposicion radioactiva, pueden inducir double minutes (DMs),
fragmentos circulares pequefios que carecen de telomeros y centrébmeros activos y que facilmente

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

2.5.3. Utilidad del Ensayo de Micronucleos como medida de inestabilidad genética
Varios estudios se han enfocado en la investigacion de drogas citostaticas utilizadas en los protocolos
antitumorales contra el c&ncer, cuya accion esta dirigida a frenar la proliferacion celular. La exposicion
reiterada a agentes citostaticos puede causar efectos adversos tales como mutaciones, inmunotoxicidad
y cancer debido a que pueden inducir dafios genéticos y alterar los mecanismos de division en células
que se multiplican rapidamente. EIl resultado de estos trabajos demostré que los complejos quimicos

utilizados incrementan de modo significativo el nimero de micronucleos (Zalacain et al., 2005).

En otros estudios se ha demostrado que trabajadores de hospitales o de fabricas que estan expuestos a
agentes toxicos, presentan una mayor frecuencia de micronucleos (Maffei et al., 2002, Carranza, 2011,
Franco de Diana et al., 2012). ElI Ensayo de Micronucleos también ha sido aplicado para conocer el
efecto de determinados pesticidas y plaguicidas, productos quimicos 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 indice de micronucleos (Arribas, 2002, Martinez y Gémez,
2007).

En la mayoria de los reportes del efecto del tabaco en la frecuencia de micronucleos en linfocitos

humanos, los resultados indican que los fumadores tienen baja frecuencia de micronucleos. En muchos
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de ellos la frecuencia de micronucleos no esta influenciada por el nimero de cigarros fumados por dia
entre los sujetos que trabajan bajo exposicion de agentes genotdxicos. Sin embargo, la frecuencia de
micronucleos se puede incrementar significativamente en aquellos fumadores con mas afios de

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

La contaminacién de los ecosistemas acuaticos puede provocar la pérdida de biodiversidad y
abundancia de las especies. Al igual que se ha evaluado el nivel de dafio genético en humanos, de igual
forma pueden realizar estudios similares encaminados a valorar la calidad ambiental de estos
ecosistemas. La aplicacion del Ensayo de Micronucleos en especies de peces de diferentes estuarios
sometidos a varios niveles de contaminacién, ha permitido determinar el alcance de la contaminacion
provocada y los bioindicadores méas susceptibles a las sustancias quimicas presentes en el medio
(Alarcon et al., 2007, Corredor et al., 2012, Gutiérrez, 2013).

Otra utilidad practica que se le da al Ensayo de los Micronucleos es en el estudio de extractos naturales
para evaluar su capacidad genotdxica en su administracion como medicamento en el organismo
humano. Por ejemplo, los extractos de las plantas superiores constituyen mezclas complejas que
contienen un gran nimero 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 acidos grasos polinsaturados y de compuestos
fendlicos 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 determind que no es mutagénico ni genotdxico segun el Ensayo

de Micronucleos (Narciandi, 2014).

2.6. Mecanismo de accion de los mutagenos mas utilizados en ensayos de genotoxicidad in vivo
Es importante conocer las sustancias quimicas que causan dafio al ADN para evitar su incorporacion al
organismo Y utilizarlos como controles positivos en las baterias de ensayos genotoxicos.

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

Unidos?, la Bleomicina detiene 0 desacelera el crecimiento de células cancerigenas en el cuerpo y

? URL: http://www.nlm.nih.gov/medlineplus/spanish/druginfo/medmaster/a682125-es.html
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puede usarse ademas para combatir el sarcoma de Kaposi, relacionado con el virus del SIDA. El
mecanismo de accion antitumoral de la bleomicina consiste en fragmentar las cadenas de ADN,
dependiendo de la interaccion de las moléculas de O, del antibi6tico con iones ferrosos o cupricos.
Cuando la bleomicina se intercala entre las cadenas del ADN y en presencia del alto contenido de O,
que tiene en su molécula y de agentes reductores, se activa por la citocromo P-450 ejerciendo acciones
enzimaticas oxidativas mediante la produccion de radicales libres o peréxidos que poseen una potente
actividad destructora del ADN (Arencibia, 2014).

Otro mutadgeno muy utilizado es la Mitomicina C, que es un producto natural derivado de Streptomyces
caespitosus. Se administra por via intravenosa para tratar varios tipos de cancer, tales como carcinoma
esofagico, cancer anal, cancer de mama e instilaciones del cancer de vejiga. Contiene grupos aziridina,
quinona y uretano. Actia como un agente alquilante polifuncional, reacciona con el ADN formando
enlaces intercatenarios e intracatenarios con dicha molécula (fundamentalmente con guanina y
citosina). Inhibe la sintesis del ARN y ADN mediante la liberacion de radicales libres tipo
hidroquinona y semiquinona, degrada el ADN preformado y causa lisis nuclear y formacién de células

gigantes (Garcia 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). EIl 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 multiple.

Se conoce que este mutageno no tiene especificidad por alguna fase del ciclo en particular, actda sobre
cualquiera de ellas con excepcion de la Go. Estos agentes poseen grupos quimicos en su estructura que
tienen la propiedad de unirse en forma covalente con elementos nucleofilicos de las células,
reemplazando un atomo de hidrogeno por un grupo alquilo en la molécula del ADN. Generalmente esto

ocurre en el nitrogeno siete de la guanina.
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La mayoria 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 maxima durante la replicacion
celular, cuando parte del ADN no esté apareado y es mas susceptible a la alquilacién. Es por ello que la
CF es mas darfiina al ADN durante la fase de division celular, pues es cuando los cromosomas de la
celula estdn més expuestos a la accién de agentes externos, por lo cual se analizan las células en

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

2.7. Descripcion y caracterizacion del género Agave
El género Agave proviene del griego: ayavn, que significa "noble™ o "admirable”. A él pertenecen
plantas suculentas que forman una extensa familia botanica que durante un periodo de tiempo
relativamente largo llevaba el mismo nombre: Agavaceae (sistema de clasificacion nomenclatural para
plantas con flores: Cronquist). Sin embargo, actualmente debido a los cambios relacionados con el
sistema de clasificacidén taxonémico de las angiospermas segun criterios filogenéticos (APG Il1I), 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 apice. Presentan
ademas un tallo robusto y lefioso que puede ser muy corto, por lo que en ocasiones las hojas aparentan
surgir de la raiz. 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 morfologia aproximadamente embudada.
Contiene seis estambres que comUnmente, son muy exertos, un ovario trilocular y un estigma
trilobulado dispuesto finalmente. Evidencia una capsula con semillas numerosas, negras y aplanadas,
en dos series por cada celada. La reproduccién de este género se puede dar por las propias semillas o
bulbillos, o bien eficientemente por rizomas. La edad 6ptima de su reproduccién oscila entre los tres y
cinco afios. Ademas, 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 volcéanica. Es
de gran importancia su exposicion al sol y la maduracion de la planta va desde 8 a 10 afios 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,
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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 mas de 250 especies que en su
mayoria 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 region central de nuestro pais, requiere de interés su estudio
tanto fitoquimico como farmacognostico (Acevedo y Strong, 2012).

2.8. Antecedentes en el estudio quimico y farmacognostico del género Agave
La busqueda de los productos naturales se realiza mediante investigaciones fitoquimicas, que se basan
en la determinacion cuantitativa y el aislamiento de metabolitos. Posteriormente el andlisis de su

actividad bioldgica 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 produccion de
ciertos alimentos y productos de interés econémico. Las plantas tienen maltiples empleos: se utilizan
sus hojas, ricas en fibras longitudinales que constituyen su sistema vascular, para producir cafiamo,
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 depuracion urinaria, motivo por el cual se utiliza en la

medicina para evaluar la funcion renal.

La savia del género Agave, por sus atributos medicinales estudiados, tiene propiedades antisépticas, es
estimulante del crecimiento de la microbiota intestinal, mejora la eliminacion de toxinas en el cuerpo y
se recomienda para tratar la tuberculosis pulmonar, enfermedades hepéticas y la ictericia. Las hojas
secas de las plantas de este género son utilizadas por sus propiedades digestivas y hepaticas.
Externamente es utilizado para la irritacion ocular y el jugo fresco de la hoja se usa para tratar heridas e
irritaciones de la piel. Ademas, inhibe el crecimiento de bacterias patdégenas 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 Garcia, 2003, Lopez, 2006,
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Villasana, 2008). Las saponinas esteroidales aisladas de la especie Agave son glicosidos con varias
unidades de monosacéridos que se unen mediante enlace glicosidico, a un resto denominado aglicon o
sapogenina. Son fundamentalmente espirostanos y furostanos; los que son de gran utilidad ya que, en el
primer caso son utilizadas en la sintesis de hormonas esteroidales (Diosgenina) debido a su semejanza
estructural con los esteroides animales y por su actividad citotoxica frente a las células HelLa 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 érganos de la planta (hojas, flores y raices), siendo las saponinas (identificadas 19
segun la bibliografia in situ, de las cuales 11 se reportan por primera vez en la literatura) y los azucares
reductores los que en mayor concentracion se pueden encontrar (Tabla 11)(Guerra, 2005). En el primer
caso, las mayores concentraciones son observadas cuando las hojas de la planta estan secas razén por la
cual se decide tomar como material de preparacion del extracto a evaluar en nuestra investigacion. En
otros estudios realizados se ha llegado a analizar la actividad farmacoldgica de las saponinas aisladas,
demostrandose sus propiedades antiinflamatorias y su efecto bifasico en la bomba (Na* + K*)-ATPasa
donde le confiere algunas propiedades diuréticas (Silva et al., 2005, da Silva y Parente, 2007).

Tabla Il. Resultados de la determinacion cualitativa de metabolitos secundarios en Agave brittoniana
T. Fuente: (Guerra, 2005)

Metabolito Ensayo Hojas Raices Flores
Dragendorff + - +
Alcaloides Mayer + - +
Wagner + - +
Triterpenos y esteroides  Liebermann- Burchard + + +
Quinonas Borntrager - - -
Cumarinas Baljat - - -
Aceites esenciales vy Sudan NI + i +
grasas
Azulcares reductores Fehling +++ + +++
Saponinas Espuma +++ + +++
Fenoles y taninos Cloruro de hierro (I11) - + -
Aminoacidos y aminas  Nihidrina + - +
Glicosidos Molish + + +
Flavonoides Shimoda - - -
Glicosidos

cardioténicos Kedde - Raymond
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Esta especie de Agave tiene propiedades antiparasitarias que fueron confirmadas al evaluar extractos
hidroalcohdlicos de sus hojas frente a Fasciola hepatica, Trypanosoma cruzy y Trichomona vaginalis.
Ademas, se determiné mediante una técnica de susceptibilidad microbiana in vitro la inhibicion del
crecimiento de micelios de tres cepas de hongos; Fusarium oxysporum, Sclerotium rolfsii y
Phytophtora parasitica var. nicotianae a lo que se le atribuy6 una fuerte actividad antifangica (Guerra,
2005, Guerra et al., 2008).

En varios estudios se ha determinado la actividad toxica 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 genotoxica ha sido poco estudiada y en aquellos casos en que los
extractos analizados han evidenciado dafio al ADN no se ha podido determinar si se debe Unicamente a
las saponinas, debido a que estaban acompafiadas por otros metabolitos secundarios tales como
flavonoides o alcaloides (Moreira et al., 2013, Kalachaveedu et al., 2014). Aun asi, 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
genotoxico, lo cual puede estar relacionado a los tipos de estas que estan presentes en los extractos
evaluados o a la dosis administrada. En un estudio hecho en algunas especies pertenecientes al genero
Nauclea, las saponinas contenidas en el extracto de esta planta provocaban dafio al ADN y mutaciones
cromosomicas en células de mamiferos; debido, quizas, a la capacidad de estas saponinas para reducir
la defensa celular contra el estrés oxidativo a traves de la inhibicion de la actividad de la enzima

glutatién-S-transferasa (Liu et al., 2011).
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CAPITULO 3. MATERIALES Y METODOS

3.1.  Recoleccidn, preparacion y obtencion del extracto butandlico de Agave brittoniana T.
Las hojas de Agave brittoniana subsp. brachypus se tomaron cuando se encontraban en estado de
senescencia (secas) para no dafar otros 6rganos de la planta. Se recolectaron en horas de la mafiana en
el Centro de Estudios del Jardin Botanico (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 Quimica Farmacéutica del Departamento de Licenciatura en Quimica de la Facultad
de Quimica-Farmacia y lavado con abundante agua potable. Previo al procesamiento del material, se
realizé la comprobacién botanica de la especie por un experto, el Dr. Idelfonso Castafieda Noa,
profesor auxiliar del CEJB. Ejemplares de la planta se compararon con muestras depositadas en el

herbario ULV, con el nimero: 5445°,

Las hojas recolectadas se cortaron en pequefios pedazos y se retird toda la corteza de las mismas.
Seguidamente se secaron mediante calor artificial (40°C) en una estufa hasta lograr la obtencién de un

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

Para obtener el extracto hidroalcohdlico se procedio a la maceracion con agitacion manual protegido de
la luz, durante 7 dias, con etanol al 70%.

El extracto resultante se evapor6 a 40° C y presién de vapor reducida, hasta obtener una mezcla pastosa
que contenia el crudo de metabolitos, la cual fue colocada en la estufa a 40° C hasta su secado total.
Finalmente, para la obtencion de los “crudos de saponinas” (extracto en n-butanol) fueron disueltos en
agua 10 g del extracto hidroalcohdlico, desengrasado con n-hexano y posteriormente extraido en
embudo separador con n-butanol saturado en agua. La fase organica fue colectada y evaporada a
presion reducida hasta sequedad, obteniéndose el crudo de saponinas deseado. Se prepar0 el extracto
blando (solucion de saponinas en agua destilada) en dependencia de la dosis a administrar en los

animales.

* A. Noa, M. Camacho, R.P. Calzada. P. Lopez, (# 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 Practicas de Laboratorio en Farmacologia
Experimental y todas las actividades se ejecutaron segin lo establecido por los Procedimientos
Normativos Operacionales (PNO) y sujetos a las inspecciones programadas por la Unidad de Garantia
de la Calidad (UGC) y del Centro de Toxicologia Experimental (CENTOX). Ademas, se cumplieron

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

3.3.  Animales
Se utilizaron ratones adultos jovenes de los dos sexos (8-9 semanas) de la linea balb/c (Anexo 3) por
ser la recomendada para este tipo de ensayo genotdxico (Arencibia et al., 2011a), por contar en el pais
con una amplia base de datos farmaco-toxicoldgica sobre la especie y linea, asi como por la experiencia
con que cuenta el Centro en el trabajo con este modelo experimental. Son animales consanguineos lo

que resulta de vital importancia para la estandarizacion y evaluacion 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 Produccion de Animales de Laboratorio (CENPALAB), los
cuales estan previamente certificados para la investigacion después de haberle realizado las pruebas de

parasitologia, bacteriologia, virologia y patologia correspondientes (Anexo 1).

3.4.  Condiciones de tenencia y alimentacion
Los animales se mantuvieron bajo condiciones controladas: a una temperatura de 20 + 2 °C, con una
humedad relativa de 30 a 70%, y ciclos de luz-oscuridad de 12 h. La administracion de agua fue ad
libitum. Para alimentarlos, se les suministr6 5 g por animal, de pienso para ratas y ratones, todo
proposito, esterilizable, que no requiere suplemento dietético: formula EAO1004, suministrada por el
CENPALAB (Anexo 2). Este proceder se consideré homogéneo para todos los grupos de los ensayos a

realizar.

3.5.  Disefio experimental
Para la formacion de los grupos experimentales se distribuyeron aleatoriamente 10 animales (5 de cada

sexo) por cada grupo experimental, segun 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 utilizd la sustancia vehiculo del extracto que fue el agua destilada,
suministrada por via oral. EI volumen descrito para la administracion fue de 10 mL/Kg de peso. En
estos casos se establece que los animales permanezcan sin tratamiento alguno, pero segun
investigaciones precedentes sobre la experimentacion animal se considera el empleo de agua destilada
en un grupo para evaluar el efecto que el stress mecéanico puede causar a los animales por la canulacion

oral repetitiva.

Como control positivo se administro la ciclofosfamida (Lote: PCYDKB401) por via intraperitoneal a
una concentracion 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 determind que a dosis de 1 mg/Kg de su extracto butandlico liofilizado no mostro
evidencias de toxicidad al realizar un estudio anatomopatoldgico macro y microscopico de los 6rganos
(estbmago, corazon, higado, bazo, rifiones, pulmones) cuando se sacrificaron los animales. Este criterio
contribuyé a la seleccion de las dosis a evaluar en genotoxicidad durante la presente investigacion. De
esta forma, se establecid la dosis de 1 mg/Kg como la dosis farmacoldgica de seguridad y se aumentd
con el objetivo de establecer una dosis baja (ya descrita) y una media con valor de 5 mg/Kg. Ambas

grupos se administraron por canulacién (entubacion gastrica).

3.6. Clinica
Se realizaron dos observaciones diarias: en el horario de la mafiana, comprendido entre las 8:30 y las
10:30 horas y en la tarde, entre las 15:00 y 16:00 horas. En cada observacion se tuvo en cuenta el
estado general del animal después de la administracion. Este procedimiento se basé en la palpacion y
la deteccion de lesiones, asi como las posibles afectaciones respiratorias, del sistema nervioso, sistema
cardiovascular, gastrointestinal, el estado de la piel, el pelo, la coloracion de las mucosas y de los 0jos

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

Los animales fueron pesados al comienzo y fin del periodo de adaptacion registrando los pesos en aras
de seleccionar aquellos que participarian en el estudio. En el momento de la inoculacion inicial (Fecha
de Inicio experimental) se pesaron los animales para definir el peso real de los mismos al comienzo del
estudio. Asi mismo, se realizaron pesajes a todos los animales a intervalos semanales (1, 7 y 14 dias)
registrandose de forma individual por grupo, sexo y tratamiento (Shayne, 2007). A pesar de que la
medicion del peso corporal no se incluyd en los objetivos especificos, constituye una variable
imprescindible para evaluar en los estudios toxicoldgicos sistémicos, resultado este que puede ser
corroborado o no por una genotoxicidad del extracto a evaluar.

3.8.  Tecnicas citogenéticas realizadas

3.8.1. Ensayo de Micronucleos en eritrocitos de Médula Osea de raton

Un fémur de cada animal fue extraido y la cavidad medular se lavo por flujo con 2 ml de suero bovino
fetal (OECD, 1997, Arencibia et al., 2013). La médula asi obtenida se centrifugé a 1 000 r.p.m. por 10
minutos y tras eliminar el sobrenadante se realiz6 un frotis del botdn celular en ldminas portaobjetos.
Después de montadas las laminas (minimo: 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
tincion en Giemsa al 5% durante 12-15 minutos. Las laminas fueron codificadas, el anlisis se realiz
por tres observadores independientes y las observaciones fueron realizadas “a ciegas”(Hayashi et al.,
1994). Se contabilizé la presencia de EPC y ENC en 2 000 células/animal, con ayuda de un
microscopio éptico BH-2. Ademas, se calculé la frecuencia de EPC portadores de micronucleos (MN-
EPC) en 2 000 EPC/animal, segun los requisitos establecidos. Posteriormente se calculé el indice de
citotoxicidad dado por la relacién de EPC/EN de la poblacion total de eritrocitos (Sainz, 2001, Alvis,
2010, Arencibia et al., 2011a).

3.8.2. Ensayo de Micronucleos en Sangre Periférica de raton
La muestra de sangre se tomd a los 48h pos tratamiento, obteniéndose por tijereteado de la cola. Se
tomaron 5 pl, se colocaron sobre una lamina preparada con Naranja de Acridina y se cubrieron con
cubreobjetos de 24 x 40mm. Se montaron dos laminas por animal, se codificaron y el analisis se
realiz6 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 laminas (2 000 x animal), registrando los
reticulocitos con micronicleos (MNRETS). La observacion se realiz6 en un microscopio de
fluorescencia con la combinacion de un filtro azul excitador de 480 nm y un filtro barrera amarillo-

naranja 515 nm. Se evalu6 con un aumento total de 400x (Sainz, 2001).

Para cubrir las laminas se prepar0 una solucion de Naranja de Acridina a una concentracion de 1
mg/ml. Se tomaron 10 ul de la solucion y se extendieron con ayuda de una varilla de cristal sobre la
lamina previamente calentada a 70°C. Las laminas se secaron a temperatura ambiente y se
almacenaron en un lugar seco. Luego se procesaron los resultados en dependencia de la cantidad de
micronucleos maduros e inmaduros presentes, tomandose los primeros como un indice de referencia

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

3.9. Eutanasia
La eutanasia se realizé por dislocacion cervical, con previa atmdsfera de éter, segin establece la Union
Europea y el Consejo Canadiense del Cuidado de Animales (Baumans et al., 1997, CCAC, 2010).

3.10. Andlisis estadistico
En las variables continuas peso corporal, frecuencia de EPC portadores de micronucleos e indice de
citotoxicidad (EPC/ENC), se procedié a verificar los supuestos para realizar el andlisis de varianza
(ANOVA), el cual pudo ser aplicado a los resultados que estuvieron distribuidos normalmente
(normalidad, segun la prueba de Shapiro-Wilks), existia dependencia entre las observaciones y
presentaron homogeneidad de varianzas (prueba de Levene). Se establecid el nivel de significacion de
a =0,05. Para identificar entre qué grupos existian diferencias significativas, se utilizd 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 aplico el test no paramétrico Kruskal
Wallis de k muestras independientes para determinar si existian diferencias (a =0,01) y el test de Mann-
Whitney (a =0,0017 dada la correccion de Bonferroni a/k para una significacion del 99%) para

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

Todos los analisis estadisticos se realizaron empleando el SPSS v15.0.
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CAPITULO 4. RESULTADOS

Durante la inspeccion clinica diaria a los animales no se encontraron sintomas de afecciones
respiratorias, del sistema nervioso, del sistema cardiovascular y del gastrointestinal. No se detectaron
en ninguno de los dos grupos de administracion de Agave lesiones en la piel, cambios de coloracion en
las mucosas y ojos, ni piloereccién. Aun asi, un animal muri6 pero se considera que no fue causa de la

dosis del extracto administrado a 1 mg/Kg, si no al dafio fisico producido por el proceso de canulacion.

4.1. Evaluacién del peso corporal de los ratones balb/c en el Ensayo de Micronudcleos de Médula
Osea y Sangre Periférica

Los resultados obtenidos en la evaluacion del peso, de los ratones involucrados en el ensayo de
Microndcleos en Médula Osea y en Sangre Periférica, se muestran en la Tabla 11l y Tabla IV

respectivamente.

Tabla I11. Comportamiento del peso corporal (g) en ratones balb/c de ambos sexos durante el Ensayo de
Microntcleos en eritrocitos de Médula Osea (X + DE).

Grupos Sexo Dia 1 Dia 7 Dia 14
Contr_ol Qa 21,8+1,17 21,8+ 084 21,2+0,94 218+ 1,49 21,1 +£0,65 21,0+1.28
negativo db  21,7+047 225+1,72 22,8+1,21
Extracto de 78 2102092 o) 5y 99 072083 57,57 2072085 54,68
Agave Img/Kg  3Zb  22,0+1,48 22,7 + 0,80 22,6+ 1,62
Extracto de Pa 209%075 L 0 5, 212084, 000 2045044
Agave 5mg/Kg  Jb  222+151 220+1,14 21,7+11
(CF) db 21308 22,9 0,93 21,3+0,73

(9 Hembras - & Machos,

®_ letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05 Test ANOVA) dentro de cada grupo entre los sexos segtn el

peso corporal medido en los 14 dias de experimentacion,

* diferencias significativas (p<0,05 Test ANOVA); entre el grupo de control positivo y los dias de medicién del peso
_corporal,
CF (Ciclofosfamida)', administracion intraperitoneal)
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Tabla V. Comportamiento del peso corporal (g) en ratones balb/c de ambos sexos durante el Ensayo de
Microndcleos en reticulocitos de Sangre Periférica (X + DE).

Grupos Sexo Dia 1 Dia 7 Dia 14
Control Q 20,5+0,64 22,8 £1,66 22,9+0,98
. D= 22,1+1,83 22,2+1,36 22,3+1,17
negativo 4 23,6+1,02 ’ ’ 21,6 £0,75 ’ ’ 21,6 £1,02 ’ ’
Extracto de Qa 20,6 +0,40 21,3+0,77 21,2 0,67
' ' + + +
Agavelmg/Kg b 225:08 0 M ppgroes OF080 5p4ug5y 2LTELZ
Extracto de Qa 21,5+09 20,7 £0,86 20,6 £0,7
+ + +
+ +
Control ~ ~ $a 2112099 , o, 4o 2242064 ) o §opu 2L2ELIE o o 1 o5
positivo (CF)'  Zb 22,0+1,09 21,4+ 0,65 19,5+ 0,55

(? Hembras - 3 Machos,

®_Jetras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05 Test ANOVA) dentro de cada grupo entre los sexos segtn el

peso corporal medido en los 14 dias de experimentacion,

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

corporal,

CF (Ciclofosfamida)', administracion intraperitoneal)

Del analisis estadistico realizado se comprobd que el peso corporal de los ratones en los dos

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

significativas para un nivel de significancia del 95%.

A su vez, los pesos evaluados en los tres momentos de medicién definidos en el capitulo anterior para

el Ensayo de Microndcleos en eritrocitos de Médula Osea, se comportaron de forma homogénea en

cada uno de los grupos de experimentacion, excepto en el grupo de control positivo que mostrd

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

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

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

dias de iniciada la experimentacién y los medidos al inicio y a los 7 dias (Fig. 3).
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Figura 3. Efecto de la administracion de la Ciclofosfamida en la medicion del peso corporal (g) alos 1, 7'y 14
dias de iniciada la experimentacion. (a) Ensayo de Micronucleos en eritrocitos de Médula Osea. (b) Ensayo de
Micronucleos en reticulocitos de Sangre Periférica.

En el caso del Ensayo de Micronucleos en Médula Osea, hubo diferencias en los pesos dentro de cada

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

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

1 mg/Kg y el grupo de administracion de Agave a 5 mg/kg (Fig. 4b).
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Figura 4. Peso corporal (g) segun el sexo dentro de los cuatro grupos experimentales en (a) el Ensayo de
Micronucleos en Médula Osea y (b) el Ensayo de Micronucleos en Sangre Periférica
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4.2. Ensayo de Microntcleos en eritrocitos de Médula Osea

Se obtuvo una tincion diferencial donde los EPC se tefiian de lila claro por su contenido en ARN
ribosomal y los ENC con coloracion beige-naranja-gris. Los MN fueron observados fuertemente
tefiidos con una coloracion igual a la de los nicleos principales pero con un contorno preciso y en su

mayoria redondos (Fig. 5).

Figura 5. Eritrocitos observados en el Ensayo de Microntcleos de Médula Osea tefiidos en Giemsa al 5%.

Para obtener el indice de citotoxicidad medular se utiliz6 la relacion 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 experimentacion.

Tabla V. Efecto del extracto butanélico de Agave brittoniana subsp. brachypus en el nimero total de eritrocitos
poli y normocromaticos y el indice de citotoxicidad en médula 6sea de ratones balb/c de ambos sexos (X + DE).

Grupos Sexo EPC ENC EPC/ENC
Control ©b 3835+197 381,25+ 1165£197 11565+ 338072 .o .,
negativo da 3790+185 1818  1148+203 1888  340+0,71

Extracto de Qbb 2796+58 28150+ 2204+58 21850+ 1,46+0,05

1,47 £ 0,05**
Agave Img/Kg Jaa 283,4+29 4,74 216,6 + 2,9 4,74 1,48 + 0,04

Extracto de Obb 2724+96 27510+ 227,6+96 22490+ 1,18+0,08 118 + 0.08%**
Agave 5bmg/Kg Jaa 277,8+5,7 7,95 222,2+5,7 7,95 1,18+0,08 T
Control Qbbb 169,1+413 177,10+ 331,0+415 32345+ 0,54+0,17

e i 0,57 % 0,19%**=
positivo (CF)'  Jaaa 1851+445 41,32  3150+436 40,93 0,6 + 0,22

(? Hembras - 3 Machos,
* diferencias significativas (p<0,0017 dada la correccion de Bonferroni para una significacion del 99%); entre los cuatro
grupos de experimentacion,
& diferencias significativas (p<0,05 Test ANOVA); entre el indice de citotoxicidad de los ratones machos y los cuatro
grupos de experimentacion,
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® diferencias significativas (p<0,05 Test ANOVA); entre el indice de citotoxicidad de los ratones hembras y los cuatro
grupos de experimentacion
CF (Ciclofosfamida)', administracion intraperitoneal)

indice de citotoxicidad

-

T | T T
Agua destilada Agave Tmgkg Agave Smgkg Ciclofosfamica S0mgMg
Grupos experimentales

Figura 6. indice de citotoxicidad de los cuatro grupos de experimentacion para el Ensayo de Microncleos en
Médula Osea.

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

analizar los resultados segln el sexo, evidenciandose que el indice del grupo de administracion 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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Sexo

W Machos
B Hembras

indice de citotoxicidad

23

'

T T T T
Agua destilada Agave TmgMg Agave Smgg Ciclofosfamida
SOmg iy

Grupos experimentales

Figura 7. indice de citotoxicidad en ambos sexos de ratones balb/c en los cuatro grupos experimentales del
Ensayo de Microntcleos de Médula Osea.

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

Tabla VI. Frecuencia de eritrocitos micronucleados observados en 2 000 células, en el Ensayo de Micronucleos
en Médula Osea para ambos sexos (X + DE).

MN
Grupo EPC/2000 o
Machos
Control negativo 2,0£0,71 0,1+0,04*
Extracto de Agave 1mg/Kg 48+084 0,2+0,04**
Extracto de Agave 5mg/Kg 72%+13 0,4 £0,07 **
Control positivo (CF)’ 27,0+332 1,4+0,17 ***
Hembras
Control negativo 2,6 +1,52 0,1+0,08*
Extracto de Agave 1mg/Kg 70+10 0,4 £ 0,05 **
Extracto de Agave 5mg/Kg 9,0+20 0,5+0,10 **
Control positivo (CF)’ 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)' 273+£33 14+0,17***
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(* diferencias significativas (p<0,0017 dada la correccion de Bonferroni para una significacion del 99% o p<0,05 segun la
prueba estadistica aplicada) entre los grupos de experimentacion segdn el sexo y en la poblacion general,
CF (Ciclofosfamida)', administracion intraperitoneal)

Del analisis estadistico realizado se comprob6 que existen diferencias significativas entre los resultados
obtenidos en los grupos de la administracién 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.
Ademas, se comprobd que los resultados obtenidos en el grupo de la administracion de agave a 1
mg/Kg diferian de los del grupo de la administracion de agave a 5 mg/Kg, siendo en este caso
superiores a los de la dosis de 1 mg/Kg (Fig. 8).
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n
1

Eritrocitos micronucleados (%)
=]
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o
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=

T T T T
Agua destilada Agave TmgMg Agave SmgMg Ciclofosfamida S0mgig
Grupos experimentales

Figura 8. Porciento de eritrocitos con microndcleos observados en 2 000 células, en los cuatro grupos de
experimentacion para el Ensayo de Micronucleos en Médula Osea.

0,0

Al analizar el porciento de eritrocitos micronucleados segun el sexo, se observé el mismo
comportamiento anterior, en el que no existian diferencias entre los resultados obtenidos en los grupos
de la administracién 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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Sexo
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Figura 9. Porciento de eritrocitos con micronucleos observados en 2 000 células, en los cuatro grupos de
experimentacion para el Ensayo de Micronulcleos en Médula Osea segun el sexo.

4.3. Ensayo de Micronucleos 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. Ademas, los MN se vieron con una coloracion fluorescente verde-
amarilla (Fig. 10).

Figura 10. Reticulocitos observados en el Ensayo de Microntcleos de Sangre Periférica tefiidos en Naranja de
Acridina.

34



Capitulo 4. — Resultados

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

Tabla VII. Frecuencia de reticulocitos micronucleados observados en 2 000 células a las 48 horas post
tratamiento, en el Ensayo de Micronucleos en Sangre Periférica en ambos sexos (X + DE).

RETsMn
Grupo 2000Ret e
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)' 68,4 + 10,95 3,4 +0,55 ***
Hembras
Control negativo 261,34 0.1+0,07*
Extracto de Agave 1mg/Kg 8,8+217 0,4 £0,11**
Extracto de Agave 5mg/Kg 98+327 05+016**
Control positivo (CF)’ 70,4 +13,72 3,5+0,69 ***
Total
Control negativo 3,1+145 0,2+0,07*
Extracto de Agave 1mg/Kg 8,7+194 04+0,1**
Extracto de Agave 5mg/Kg 94+263 05+013**
Control positivo (CF)’ 69,4 +11,75 3,5+0,59 ***

(* diferencias significativas (p<0,0017 dada la correccion de Bonferroni para una significacion del 99% o p<0,05 segln la
prueba estadistica aplicada) entre los grupos de experimentacion segln el sexo y en la poblacién general,
CF (Ciclofosfamida)', administracion intraperitoneal)

Del analisis estadistico realizado se comprob6 que existen diferencias significativas entre los resultados
obtenidos en los grupos de la administracion del extracto de agave a 1 mg/Kg con los grupos de control
y los obtenidos en el grupo de administracion de agave a 5 mg/Kg y los grupos de control. Ademas, se
comprobd que los resultados obtenidos en el grupo de la administracion de agave a 1 mg/Kg no
difieren de los del grupo de la administracion de agave a 5 mg/Kg (Fig. 11).
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Figura 11. Porciento de reticulocitos con micronucleos observados en 2 000 células a las 48 horas post
tratamiento, en los cuatro grupos de experimentacion para el Ensayo de Microntcleos en Sangre Periférica.

Al analizar el porciento de reticulocitos micronucleados segin el sexo, se observd el mismo
comportamiento anterior, en el que no existian diferencias entre los resultados obtenidos en los grupos
de la administracion 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).
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Figura 12. Porciento de reticulocitos con microntcleos observados en 2 000 células a las 48 horas post
tratamiento, en los cuatro grupos de experimentacion para el Ensayo de Micronucleos en Sangre Periférica en
ambos sexos.

36



~

" CAPITULOS.
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CAPITULO 5. DISCUSION

El tema de genotoxicidad esta siendo cada vez mas comun en la actualidad dada la reciente utilizacién
de diversos productos farmacoldgicos en el tratamiento de enfermedades y el aumento de la
contaminacion ambiental. La utilizacion de las actuales pruebas relacionadas a este tema se justifica
por el incremento de las mutaciones en las células germinales y su consecuente expresion en
enfermedades genéticas, por la estrecha relacion existente entre la inestabilidad gendmica de las células
somaticas con el cancer y las enfermedades degenerativas cronicas y el origen ambiental del cancer.
Ademas de las variables normalmente usadas para evaluar el dafio 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 bateria de ensayos, como es el caso del

peso corporal.

5.1. Efecto de la administracion oral de un extracto butandlico 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 farmaco, es necesario aportar pruebas
de sus efectos beneficiosos en estudios in vivo. En la presente investigacion se analizd el efecto de la
administracion de un extracto butanolico de Agave brittoniana subsp. brachypus teniendo en cuenta el

peso corporal.

En la Tabla 111 y Tabla IV se puede observar que los pesos se comportaron de forma similar para cada
uno de los grupos de experimentacion en los dos ensayos de genotoxicidad, segun los tres momentos de
medicion. Para ambos ensayos, la media de los pesos de los cuatro grupos experimentales aumentd
durante la primera semana de experimentacion pero comenzO a descender en la Gltima semana, a
excepcion 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 experimentacion de los dos ensayos, se notd que la media del peso
corporal disminuia mientras aumentaba la concentracion 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, Garcia, 2014), segun el efecto descrito para las saponinas en relacién al peso corporal.
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Por el contrario, el peso de los ratones del grupo de control positivo aumentd durante la primera
semana de experimentacion debido a que en este tiempo no les fue administrada ninguna sustancia a no
ser la que correspondiese con su alimentacion normal. Sin embargo, al término de la segunda semana
siempre estuvo por debajo del resto de los grupos en cada momento de medicidn, lo cual puede ser
resultado del efecto toxico acumulativo de esta sustancia (Alonso, 2012). Este resultado se ha
corroborado en estudios relacionados con este citostatico (Cheah et al., 2009, V. et al., 2009), en los
que se ha citado como un importante potenciador de malestar abdominal y diarrea, sintomas que no se
describieron en ninguno de los ratones de este grupo durante el tiempo de administracién antes del
sacrificio, pero que aun asi la anorexia no fue eliminada del todo, lo que repercute en el descenso del

peso corporal observado.

Atendiendo al sexo, los ratones machos ganaron mas peso que las hembras (Anexo 6) lo que constituye
el comportamiento normal para los ratones de la linea usada, segun los datos recogidos en (Laboratory,
2014).

5.2. Evaluacion del potencial genotdxico de un extracto butanolico de Agave brittoniana subsp.
brachypus en el Ensayo de Micron(cleos en eritrocitos de Médula Osea en ratones balb/c

La prueba de micronlcleos permite una rapida orientacion sobre la proliferacion celular en la Médula
6sea y de su composicion, vista en la carencia de EPC. El Ensayo de Micronucleos desarrollado en
médula dsea se considera uno de los més usados frecuentemente en pruebas cortas de genotoxicidad in
vivo ya que proporciona un método simple y rapido para la detecciéon de aberraciones cromosémicas
por agentes quimicos y fisicos (Sainz, 2001). El principal factor de realizar este ensayo en la médula
Osea lo constituye la capacidad metabdlica 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 butandlico
de Agave brittoniana subsp. brachypus por via oral durante 14 dias en ratones balb/c de ambos sexos
mantuvo los indices espontaneos del numero de microndcleos en células de la médula 6sea, de igual

forma, este resultado no interfirio en la division celular segun el indice de citotoxicidad evaluado.

El indice EPC/ENC, indicador de la proliferacion celular en médula 6sea, fue estadisticamente

diferente en los grupos tratados con el extracto y el control positivo, lo que indica ausencia de efecto
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citotoxico del tratamiento a todas las dosis. Sin embargo, se evidencié que al aumentar la dosis de
administracion de agave, el indice de citotoxicidad se hacia mas bajo (Fig. 6) como indicador de que a
concentraciones mayores los valores se pueden acercar mas al control positivo. Todos estos resultados
indican que el extracto no interfiere negativamente en la division celular, por lo cual es factible analizar
la genotoxicidad de las dosis del extracto en cuestion atendiendo a la frecuencia de eritrocitos

micronucleados (Alvis, 2010).

Este comportamiento se observo de igual forma al analizar los datos en ambos sexos. En los mismos, se
evidencio que las hembras eran mas susceptibles a presentar un mayor dafio citotoxico (indice de
citotoxicidad menor), en correspondencia con los resultados obtenidos por (Sainz, 2001, Narciandi,
2014). Segun (Fernandez et al., 1991), las diferencias intersexo observadas pueden ser atribuidas a las
diferencias intrinsecas del metabolismo de ambos sexos. Se confirmd que los machos son menos
sensibles que en las hembras a la accion de farmacos debido a la influencia de las hormonas sexuales
masculinas sobre la sintesis proteica que ejercen un efecto estimulante en el metabolismo de los

mismos.

Las diferencias significativas observadas en la frecuencia de aparicion de EPC con MN en los grupos
tratados con el extracto de agave y el control positivo estan relacionadas con el indice de citotoxicidad
discutido anteriormente. Todo esto indica que para las dosis evaluadas en el modelo seleccionado y en
las presentes condiciones de investigacion, no se establece una genotoxicidad para el extracto de Agave
estudiado. Aun asi, se puede observar que la media de EPC micronucleados en el grupo de
administracion de agave a 5 mg/kg es mayor que la del grupo de administracion de agave a 1 mg/Kg,
expresando de forma preliminar una relacion directa entre la dosis y esta variable, por lo que a mayores
dosis de administracién puede existir dafio al material genético. Esto puede deberse a la mayor
concentracion de saponinas 0 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 numero de EPC con MN en ambos sexos, donde se ratifica que las hembras
son mas susceptibles a mostrar mayores frecuencias de estos valores que los machos y de la tendencia

que se establece hacia el control positivo en relacion a la dosis de administracién.

La validacion de los experimentos realizados esta 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 espontanea de formacion de MN es baja y a la
vez caracteristica en los biomodelos usados en los ensayos de genotoxicidad. Ademas, el incremento de
MN_EPC en el control positivo respecto al control negativo tiene significacion estadistica (p<0,0017
dada la correccion de Bonferroni para una significacion del 99% usando el test no paramétrico de Mann
Whitney) (Sainz, 2001).

5.3. Evaluacion del potencial genotoxico de un extracto butandélico de Agave Brittoniana subsp.
brachypus en el Ensayo de Micronucleos en reticulocitos de Sangre Periférica en ratones balb/c

El Ensayo de Micronucleos en Sangre Periférica de raton ha sido validado para su uso en los estudios
cronicos y estd integrado satisfactoriamente dentro de los estudios de Toxicologia general y en los
Bioensayos de Carcinogénesis (Director et al., 1996, OECD, 1997). Segun (Sainz, 2001), mediante esta
técnica se puede identificar los efectos clastogénicos de sustancias quimicas ya que la poblacién celular
es mas uniforme y mas facil de evaluar, incluyendo la toma de muestra repetida de células sanguineas
de la cola del raton sin tener que sacrificarlos posteriormente. Debido a esto, se pueden hacer varias
preparaciones en un tiempo Optimo de induccion de MN después del tratamiento por muestreos
periddicos 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 dsea, pero en esta investigacion

son usados para ratificar la seguridad en los datos y mejorar el tiempo de lectura de los microntcleos.

Las diferencias significativas observadas en la frecuencia de aparicion 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 Micron(cleos de Médula Osea. Todo esto indica que para las dosis evaluadas en el modelo
seleccionado y en las presentes condiciones de investigacion, 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 administracion de
agave a 1 mg/Kg no diferia significativamente de los del grupo de administracion de agave a 5 mg/Kg,
la media de dicha variable para este ultimo grupo excedia a la del grupo de administracion de agave a 1
mg/Kg, mostrando la misma tendencia observada en el Ensayo de Microntcleos de Médula Osea.
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Al analizar el nUmero de RETsMn/2000Ret en ambos sexos, se corrobora que las hembras son mas
susceptibles a mostrar mayores frecuencias de estos valores que los machos y de la tendencia que se

establece hacia el control positivo en relacién a la dosis de administracion.
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Conclusiones

CONCLUSIONES

1. La administracion oral durante 14 dias del extracto butandlico de Agave brittoniana T. subsp.
brachypus no mostré efecto genotoxico en eritrocitos de médula désea de ratones balb/c. Las

dosis evaluadas arrojaron indices de citotoxicidad y estadisticamente diferentes al control
positivo utilizado.
2. La administracién oral durante 14 dias del extracto butandlico de Agave brittoniana T. subsp.

brachypus no mostro efecto genotoxico en reticulocitos de sangre periférica de ratones balb/c.

Las dosis evaluadas arrojaron indices genotoxicidad estadisticamente diferentes al control

positivo utilizado.
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RECOMENDACIONES

1. Ampliar los estudios de genotoxicidad donde se analice el dafio 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 bioldgica.

3. Realizar estudios a dosis repetida del extracto (28 dias) donde se analicen variables hemoquimicas,

hematoldgicas, patoldgicas e histologicas.
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ANEXOS

Anexo 1. Certificado de Calidad de Roedores SPF para la linea de ratones balb/c usada en la experimentacion.

Salud y Zootecnia. CENPALAB

Direccion de Aseguramiento de la Calldad 7
b 0157 Grupe :gm;uramlemo de la Calidad ICEA!_@%AB
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Tspecie | Banco Genético | Colonda Expansion | Colenia Produscaon Linea Clote  Tetal de cajas
Ratdn BALBIeICenp { 304551 4 o d
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Los anmales en al momento de la expedicion se encueniran clinicamente sancs, Sus caracteristicas marolonicas,
fissokégicas y reproduclivas se corresponden con la especficacdn de calidad de este produclo Proceden_de una
colonia con ambiente ceatrolado y mantenides en un sistama de produccidan intansivo aprobados para la linea, a
alimentacdn se raaliza con alimentos concentradas formulas ALYeo® EMO 1002 y EAD 1004 eslerilizable a r8zon
de 140 2 § g diatios. Dicha produccion $e encuentra bajo las BPP y un Sistema de Geslion de '3 Calidad que
tiz4 & estado higénico saniario e los animalas que sg expiden

Resultadas de Bacteriodogia

3

¢ e

L X 190814

Ottt Metogo Moty | Fecha Entidad Metodo e e gy Fecha
| Savuced Cut¥ Sart | X ZEIT1H SYepiocorcuy pwarhinile __Cuty Sorent X LA |
Svepiooaccus 8 hemolitcs Cuty' San L 200014 Fimie ek poeumroyopcs Cutl EUSA x| 2600 1/1 5
e —T Culr ELISA x| | 280n1g Commdum peferms mn Cines | | | x| -
: Cutren | [ 280019 Lctnens ELIZA | x| losizita
B | X 914 Cyonsacie fewds Cutve | X N-'J'_"_‘
. 171X - | Myoomwens pumans Sut ELISA % l0eiie
Demwntion Ve GinceGuted_ | X|_[mound [ .
Hesultados de Parasitologia * Resultados de Patelogia ©
Entidad | Mewdo [ [ Fecha | Focna: 2001115
Eritog a8 DRIFLOT | % [ 200114 Examan macrascdpices

NE S Lo Mo s MOCIDSL

o5 cocnpatisey CON AN HCgney

o

o T %1 |oowd™ o
fes  Resultados de Virdlogia * (Seralogia)
Entida Metodo  |Pes ez oy Fecha Entidad | Método  peheg 5 Techa
Ve o b Hazatta (NHY) ELISAIFA X1 | 2114 Conomenmiss it |LEW) ELISAIIFA X[ famning
Reorus Reo oo 3(REQ J) 1FA x 201114 Sant ELISAIFA % (270194
A4 e 1 mA 271114 Poramra T A BT
[ pLmaars Adenoon (MAG) umawA | | K| (oAiid
EL',f- u:r E.};Mjmmu L'—C\.\.| B . (LY 'x " A)YJ' AL
ELISAIFA Oémtirogenads Lacnce (LD | Test LOW Plasna x
DLISANFA X |zmiand sk A X zmena
Hipernam IFA = - s s ‘.NY‘.:I WA 1 A X BN

* Sagun o certificado porla Direccion de Aseguramiente de la Calidsd del Centra Naconal para laProduccidnde
Arirmasles ae Laboratorio, de acuerdo al ronograma de manitorec de los reedares cnados y mantenidos an
sistemas prolegidos y aue consta o l0s expecentes de [a linea archyvados en la Direcadn de Calidsd

Dorunwento 2 referencia "Recomendasiones dal montorso microlologico pars Roodores mantsnidos v
criados en tondicicnes controladas”

Vaido apartirde _ ASRIL J2015 hasta JUNIO /2015
Este certdicadn e ropia fisl de la criginal que se elabora a partir de la liberacion de ia linea para su

comernalzag

B 1T L — Revisado por

Direccn de Pduccsda Distribeddor

51



Anexos

Direccion de Alimentacion y Nutricion (&
s 14 52 Grupo de Produccion de Alimentos Concentrados ' oD a1

CERTIFICADO DE AUTORIZO DE ALIMENTO CONCENTRADO -

g 1
Fecha de Produccion Presentacion =

Formula | Ciclo Lote I

T

~ EAO0 1004 | ] 126/2015 1 05/03/2015 | Pellet @ 15 mm.‘

Especificaciones para su uso

f).nela completa concentrada para el mantenimiento y reproduccion de ratas y ratones de laboratorio. Todo propd:
rste_nhzame Coqgervar en lugar fresco y ventilado, protegido de la humedad y de vectores. Este alimento conserva
propiedades nutritivas durante 80 dias a partir de la fecha de fabricacion.

)
5US

GASRE.
Componentes
.Maiz. Trigo, _qua Pescado, Azucar, Aceite Vegetal, Fosfato Dicalcico, Carbonato de calcio, Sal Comun, Pre-Mezcla
Minero-Vitaminica.
i Analisis calculado * u
Descripcion [ um Valor | Descripcion UM l Valor
S + |
Prolema bruta (Min.) b 19.50 I Caicio = e L
Inergia Metabolizable (Min.) heal/ 2.80 LFOS")"O \_ b, IO, e,
tibea brata (Max) % N L'ﬁ"ﬂ@@_‘“{’;,‘?_ﬂ"’__,___ 3 "E”""'T SUE e, o L |

Grasa brata (Mm:) Yy 240 utm = : [
Sepn analisis calculado por fa Direccion de Alimentacion - Nutricion | o . [P > AR
del Centro Nacional para 1a Produccion de Animales de Laboratorio, Realizado por: | Direccion de | l!)(lll(‘.(lnll‘ :

Hecibied el Certificads de Calidad en un periodo de 10 dias posteriores

G T

|Revisado por: | Distribuidor |

| -

3 este documento a través de la Direccion de Comercializacion.

Anexo 2. Certificado de autorizo de alimento concentrado para la linea balb/c usada en la experimentacion
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Anexo 3. Certificado de calidad genética de roedores SPF para la linea balb/c usada en la experimentacién

Direccion de Aseguramiento de la Calidad a@ i
Falio: (157 Grupo de Aseguramiento de la caudaa(/ )CE_Q_(PAMB

IV
CERTIFICADO DE CALIDAD GENETICA DE ROEDORES SPF

ol
we Amawsidd OF LARIAATEIRY

Lspecie | Banco 6 Cotonia E ion | Colomia F ion | Linea . Lote Total de cajas
e T T
Raton_| ; ; L | BALBrConp | $ 304 £ 555 “
Machos Hembras Tot Peso Edad Centro de desti Focha Expedicd Hora
83 | 83 |3¢4|49-244 3-Baom | B . Villa Clars 2/04/15 | 4:00
[i] _ Origen de ta finea

L5 progenitores fusren importacas del Labeeatorio Charlas River, Italia, para |3 produccon de fa linea BALB/: Cenp.

Los anmales Importados fueron inspeccionados en el momento de la recepdon y son mantenidos en condiciones
CONCIadas para Su reproductién €O un sistena de spareamiento que permile garantzar las caracleqisicas oo esla
lines da ra1on consanguinec. Se mantiena Lna parddica confirmackin da 0§ raspes fenctipicos da esta lines par medio
da inspeccianes chnices sistematicas, ademds se analzan los paramedros 20018CNIcos para evalusr el compartamienio
reproductivo y preductivo. Para prasenvar & integidad genetca de cada linea son etminados de las colonias aquelkas
ratones qua les detectan nuevas caracieristicas cue indiquen |2 apancion oe nuevas mulaciones

DISTRIBLOION GENES COLOR DE LA CAPA” Fecha 12008114
Leocus a b c d
Alos AA bb oo oD

Coswol de 106 marsadores maleculares (PCR) Micrasaititios DATmittS (106 pb)
Control @ Inspecckon Genética del Banco Genét

Los bancos genétcas mantenicos en cordicianes controladas (SPF) con un Sistema de apareamiento que permite
garentizar 18s caracterisbcas ce esta linea de raton GUINGo san nsp 1ados genstcamanie para confirmar los
rasQos y CAraclenisiicas gananicas de la linea,

INSPECCION GENETICA Fecha 10004
S e

L0S nnaies cumplen con s caracterisieas fanotinicas de fa linea de ratdn BALBL. Ef muesirec gendlico se realza
sagin & grograma 65tatiecso para al Controd Geandtico

* Bagsdo 6n 0§ Vacos oe! cantrod def o A Oy dn de Roedores Gnatobiddoos, afaciedo por &f
Grupe de Ganatta de ly Diraceidv de Biotecnologla del CENPALAB
La frecuenchs def mantoras gandicoe #8 o 7 #fo, los resulados del mysmo son vilktos par igual povicdo de havnpa

Realizadu:

e
Eapr. i Gemsetin a ded CENPALAD

Atf;";"* (AL R 1]
1y’

DR 357 T o o Ase. Calidod

o
H

<~
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Anexo 4. Comportamiento de la media del peso corporal (g) de los ratones de cada grupo experimental en los
dias 1, 7 y 14 de iniciado el Ensayo de Micronucleos en Médula Osea.
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Anexo 5. Comportamiento de la media del peso corporal (g) de los ratones de cada grupo experimental en los
dias 1, 7 y 14 de iniciado el Ensayo de Micronucleos en Sangre Periférica.
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Anexo 6. Peso corporal (g) de los ratones balb/c en ambos sexos para (a) Ensayo de Microntcleos en Médula
Osea, (b) Ensayo de Micronucleos 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).

22,0

20,0

=
o
1

16,0

Peso corporal (X)

14,0

12,04

10,0

I
Ciclofostamida
S0mgig

1 T I
Aguadestiada  Agave TmgMg  Agave Smgig

Grupos experimentales

Sexo

—— machos
— hembras

22,0

20,0

@
[=
1

Peso corporal (X)
=
T

14,0

12,0

SEX0

e
T —— machos

— hembras

10,0

T T T
Agua cestilada  Agave TmgMg Agave SmgMg

Grupos experimentales

a) b)
Sex0
40+
—— machos
— hembras
30 N
—
>
=
"
.
o
o
o
S 204
o
0w
[
o
10+
T 7T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
304 5 6 7 8 9 1011 1213 14 15 16 17 18 19 20

Edad (semanas)
c)

T
Ciclofosfamida
S0mgMyg

55


http://jaxmice.jax.org/strain/000651.html

	RESUMEN
	ABSTRACT
	TABLA DE CONTENIDOS
	CAPÍTULO 1. INTRODUCCIÓN
	Hipótesis de investigación
	Objetivo general
	Objetivos específicos

	CAPÍTULO 2. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA
	2.1. Evaluaciones toxicológicas preclínicas
	2.2. Toxicología genética
	2.3. Los agentes genotóxicos y su influencia en el material genético
	2.4. Ensayos de genotoxicidad. Generalidades
	2.4.1. Estrategias regulatorias en los ensayos de genotoxicidad

	2.5. Ensayo de Micronúcleos
	2.5.1. Características de los micronúcleos
	2.5.2. Agentes micronucleogénicos. Mecanismos de acción
	2.5.3. Utilidad del Ensayo de Micronúcleos como medida de inestabilidad genética

	2.6. Mecanismo de acción de los mutágenos más utilizados en ensayos de genotoxicidad in vivo
	2.6.1.  Mecanismo mutagénico de la Ciclofosfamida

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

	CAPÍTULO 3. MATERIALES Y MÉTODOS
	3.1. Recolección, preparación y obtención del extracto butanólico de Agave brittoniana T.
	3.2. Aspectos éticos con el uso de animales de laboratorio
	3.3. Animales
	3.4. Condiciones de tenencia y alimentación
	3.5. Diseño experimental
	3.6. Clínica
	3.7. Medición del peso corporal
	3.8. Técnicas citogenéticas realizadas
	3.8.1. Ensayo de Micronúcleos en eritrocitos de Médula Ósea de ratón
	3.8.2. Ensayo de Micronúcleos en Sangre Periférica de ratón

	3.9.  Eutanasia
	3.10. Análisis estadístico

	CAPÍTULO 4. RESULTADOS
	4.1. Evaluación del peso corporal de los ratones balb/c en el Ensayo de Micronúcleos de Médula Ósea y Sangre Periférica
	4.2. Ensayo de Micronúcleos en eritrocitos de Médula Ósea
	4.3. Ensayo de Micronúcleos en reticulocitos de Sangre Periférica

	CAPÍTULO 5. DISCUSIÓN
	5.1. Efecto de la administración oral de un extracto butanólico de Agave Brittoniana subsp. brachypus en el peso corporal de ratones balb/c
	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
	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

	CONCLUSIONES
	RECOMENDACIONES
	REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS
	ANEXOS

