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RESUMEN

En este estudio se evalud el efecto quimioprotector de la decoccién de la raiz de la Jatropha
dioica (J. dioica), en células hepaticas, renales y de medula 6sea, mediante el Ensayo
cometa (SCGE) version alcalina, utilizando ratones albinos suizos cepa ICR (Mus musculis)
como biomodelo experimental. Se utilizaron tres agentes mutagénicos con mecanismos de
accion perfectamente bien definidos, con la finalidad de conocer el mecanismo de accion de
la decoccién. Se formaron 6 grupos experimentales, el primer grupo testigo negativo
administrado con agua purificada marca e-pura via oral (v. 0.), el segundo como control
positivo 1, administrado con 50mg/kg de Ciclofosfamida (CF), 10mg/kg de Daunorrubicina
(DAUNO) o 40mg/kg de Metilmetanosulfonato (MMS), via intraperitoneal (v. i. p.), el
tercero como control positivo 2 administrado con la decoccion de la J. dioica (DJD) a dosis
de 21.42ml/kg, el cuarto, quinto y sexto como grupos de tratamiento o experimentacion a
los que se les administro el agente mutagénico v. ip., en su dosis correspondiente y
posteriormente la dosis de la decoccion, al grupo experimental 1 se le administr
14.88mg/kg, dosis de decoccion baja (DDB), al grupo experimental 2, 42.84mg/kg, dosis
de decoccién media (DDM) y al grupo experimental 3, 85.68mg/kg dosis de decoccidn alta
(DDA) v.0.

De acuerdo con los resultados obtenidos la DJD, demostro tener efecto quimioprotector
contra dafio inducido por CF, en células de higado, a partir de las 3 horas del tratamiento
con las tres dosis, pero el mayor efecto se observo con la DDA, de acuerdo al Momento de
la cola (TM) y Longitud de cola (TL), efecto que se mantiene hasta las 21 horas donde los
valores de todos los grupos son cercanos al testigo negativo. En células del rifidn no se
observo efecto quimioprotector con ninguna dosis en ningun horario, al contrario se
observé un incremento en las rupturas del DNA con la CF como era de esperarse y con la
DDM a las 3 horas de su administracion que se mantienen altos en los demas horarios,
incluso el grupo de control 2, tratado solo con la DJD, mostro tener efecto genotoxico a las

21 horas de su administracion. En células de medula 6sea, la DDM y la DDA, mostraron



efecto quimioprotector a las 3 horas de su administracién que se potencio a las 9 horas con
las tres dosis, sin embargo a las 15 y 12 horas el efecto no es claramente demostrado, solo
la DDA mostro valores cercanos al testigo negativo a las 21 horas. En este 6rgano la CF
mostro su efecto genotoxico esperado desde las 3 horas hasta las 15 horas, l0os grupos
tratados con la DDB y DDM obtuvieron valores més altos para TM y TL que incluso la

propia CF, sin ser estadisticamente significativos.

En los grupos tratados con DAUNO, se observo un efecto genotdxico esperado por la
administracion del mutageno, también mostraron efecto genotoxico la DDM y la DDB de
las 3 a las 15 horas despues del tratamiento, el efecto quimioprotector en las células del
higado se observd la DDA de la DJD, desde las 3 horas hasta las 21 horas posterior a su
administracion, lo que sugiere que el efecto es dependiente de la dosis. En células del rifion
el efecto quimioprotector se observo con las tres dosis de la DJD en todos los horarios,
siendo clara reduccién de rupturas en el DNA a las 21 horas con las tres dosis, el efecto
genotoxico inducido por la DAUNO se observo a partir de las 3 horas y hasta las 21 horas,
en este ultimo la DJD mostro efecto genotoxico. En células de medula 6sea también se
observé un efecto quimioprotector con las tres dosis pero en mayor proporcién con la DDA
y la DAUNO tuvo efecto genotoxico desde las 3 hasta las 9 horas, y nuevamente la DJD

tuvo efecto genotdxico en este grupo de células evidente a las 21 horas.

La DJD mostro tener efecto quimioprotector contra dafio inducido por MMS en células del
higado, con las tres dosis de la DJD a partir de las 3 horas hasta las 21 horas con la DDA,
por lo que el efecto es dependiente de la dosis, sin embargo el grado de dafio en los tres
grupos de experimentacion a pesar de ser menor que el dafio inducido por el MMS,
comparado contra el testigo negativo el incremento de las rupturas del DNA es mayor
estadisticamente significativo por lo que el efecto de la DJD no es eficientemente
quimioprotector. En células del rifion se observé el efecto quimioprotector a las 3 horas
con las tres dosis de la DJD y a las 9 horas con la DDA y DDM, nuevamente efecto no muy

eficiente pues los valores del MMS y de las tres dosis de la DJD mostraron efecto



genotoxico en comparacién con el testigo negativo en todos los horarios. En médula 6sea se
observo un efecto quimioprotector con la DDB a las 3 horas de su administracion, sin
embargo en el transcurso de los horarios esta misma dosis incremento las rupturas en el

DNA, mostrando dafio genotoxico a las 21 horas al igual que las otras dosis de la DJD.

Es posible que el efecto quimioprotector observado en células del higado, evaluado con los
tres mutagenos, se deba a la propia naturaleza de las células, es decir a su capacidad para
metabolizar xenobio6ticos mediante procesos de biotransformacion de Fase I, y contenido de

enzimas microsomales como la familia del Citocromo P450.

El mayor efecto quimioprotector se observé en todos los 6rganos de ratones a los que se les
indujo dafio genotoxico con la DAUNO, sobre todo con la DDA, lo que sugiere un efecto
dependiente de la dosis, atribuido los compuestos fitoquimicos de la DJD y su posible

efecto antioxidante.



ABSTRACT

This study evaluated the chemopreventive effect of the decoction of the root of Jatropha
dioica (J. dioica), in liver cells, kidney and bone marrow, by alkaline comet assay version,
using strain ICR Swiss albino mice (Mus musculis) as experimental biomodel. We used
three mutagenic agents with mechanisms of action perfectly well defined, in order to
understand the mechanism of the decoction. 6 experimental groups were formed, the first
negative control group administered with purified water pure brand e-orally (v. 0.), the
second one as a positive control, administered with 50mg/kg of Cyclophosphamide (CF),
10mg/kg of Daunorubicin (DAUNO) or 40mg/kg of Metilmetanosulfonato (MMS),
intraperitoneal (v. ip.), the third as a positive control 2 administered with the decoction of
the J. dioica (DJD) at doses of 21.42ml/kg, fourth, fifth and sixth like or experimental
treatment groups to which were administered the v. ip. mutagenic agent, where appropriate
dose and subsequent dose decoction, the experimental group 1 was given 14.88mg/ kg dose
of decoction low (DDB), the experimental group 2, 42.84mg / kg dose of half decoction
(DDM) and the experimental group 3, 85.68mg / kg dose of high decoction (DDA ) v. o.

According to the results of the root decoction of J. dioica, demonstrated chemopreventive
effect against CF induced damage in liver cells strain ICR Swiss albino mice, after 3 hours
of treatment with the three doses, but the greatest effect was observed with the DDA,
according to the time moment (TM) and tail length (TL), an effect that is maintained until
21 hours where the values of all groups are close to the negative control. In kidney cells
chemopreventive effect was not observed at any dose at any time, the opposite was
observed an increase in DNA breaks with CF as expected and with the DDM at 3 hours
after administration and remained high in other times, even the control group 2, treated only
with high dose decoction, was shown to have genotoxic effect at 21 hours after
administration. In bone marrow cells, the DDM and the DDA, showed chemopreventive
effect at 3 hours after administration which was enhanced at 9 am with the three doses, but
at 15 and 12 hours, the effect is not clearly shown, only the DDA showed values close to
the negative control at 21 hours. In this body the CF showed genotoxic effect expected
from 3 hours to 15 hours, the groups treated with DDB and DDM obtained higher values
for TM and TL even CF itself, not statistically significant.



In DAUNO treated groups, there was a genotoxic effect expected by the administration of
mutagenic, genotoxic effect also exhibited the DDM and DDB of 3 to 15 hours after
treatment, the chemopreventive effect in liver cells was observed the DJD of DDA, from 3
hours to 21 hours after its administration, suggesting that the effect is dose dependent. In
kidney cells chemopreventive effect was observed with all three doses of DJD at all times,
being clear reduction in DNA breaks at 21 am with the three doses, induced genotoxic
effect was observed from 3 hours and up to 21 hours, in the latter the DJD showed
genotoxic effect. In bone marrow cells also chemopreventive effect was observed with all
three doses but to a greater extent with the DDA and had genotoxic effect from 3 until 9

pm, and again had DJD genotoxic effect in this group of cells evident 21 hours.

DJD have showed the chemopreventive effect against injury induced by MMS in liver cells,
with the three doses of DJD from 3 hours to 21 hours with the DAA, so that the effect is
dose dependent, however the degree of damage in the three experimental groups despite
being less than the MMS induced damage compared to the negative control increased DNA
breaks is greater statistically significant as the effect is not efficiently DJD
chemopreventive. In kidney cells chemopreventive effect was observed at 3 hours with
three doses of DJD and 9 hours with the DDA and DDM, again not very efficient effect for
MMS and values of the three doses of the effect showed DJD genotoxic compared with the
negative control at all times. In bone marrow chemopreventive effect was observed with
DDB at 3 hours after administration, but during this same dose time’s increase in DNA

breaks, showing genotoxic damage at 21 hours as other dose of DJD.

It is possible that the chemopreventive effect observed in liver cells, evaluated with three
mutagenic due to the nature of the cells, i.e. their ability to metabolize xenobiotic by
biotransformation processes Phase | and microsomal enzyme content as Cytochrome P450
family. The greatest effect was observed chemopreventive in all organs of mice that were
induced with genotoxic damage, especially with the DDA, suggesting a dose-dependent

effect, attributed the phytochemical compounds and their possible DJD antioxidant effect.



l. INTRODUCCION

El hombre esta cada vez mas expuesto a los agentes mutagénicos, que dafian al Acido
Desoxirribonucleico (DNA), portador de la informacion genética, ocasionando el
desarrollo de algunas enfermedades de tipo crénico-degenerativas, como la Diabetes
Mellitus, enfermedades cardiovasculares y cancer.[10] Las células tienen la capacidad de
reparar dichas lesiones mediante la accion de respuestas al dafio del DNA. Uno de estos
mecanismos incluye la quimioproteccion, (Sporn, 1976) definida como, “la potenciacion
farmacoldgica o fisioldgica, mediante las cuales la progresion de una lesion preneoplasica

puede ser prevenida, detenida o revertida”.[11]

Existen varios agentes quimiopreventivos que operan mediante multiples mecanismos, con
una alta eficacia y un amplio espectro de accion.[12] Las plantas vasculares contienen
muchos constituyentes quimicos vegetales o fitoquimicos potenciales, Utiles para la
quimioproteccion, se sabe que desde el inicio de la humanidad, las plantas han sido
utilizadas como alimento y en la Medicina Tradicional, practica habitual, que representa

cerca del 79% en la poblacion mundial, por sus propiedades beneficiosas para la salud.[13]

Algunas especies de la Familia de las Euphorbiaceae,[14] especificamente del género
Jatropha cuyo nombre proviene de los vocablos griegos Jatros (doctor) y Trophe
(Alimento), del cual se conocen mas de 175 especies, son utilizadas en la Medicina
Tradicional en varios paises como: la India, Africa, Portugal y México.[15] Algunos
estudios han reportado la presencia de metabolitos secundarios en las plantas de este género
como: alcaloides, terpenos (diterpenos, triterpenos) lignanos, péptidos ciclicos, [16]
flavonoides, y fitoesteroles, [17] asociados con actividades bioldgicas como
antinflamatoria, antimicrobianos, [18] antitumoral, citotoxica [19] asi como promotor de la

actividad tumoral.[20]



En Meéxico existe un gran acervo de plantas consideradas medicinales, una de ellas
pertenece al género antes mencionado, la Jatropha dioica o Sangre de Drago. Arbusto
aproximadamente 70 cm de altura, con tallos obscuros, lisos, correosos, fibrosos, flexibles,
tienen savia clara astringente, que al contacto con el ambiente, se torna rojizo (latex rojizo),
las hojas son fasciculadas lineales a espatuladas, a veces lobuladas de 1-7cm, flores blancas
con rosa muy pequefias presentes en época de lluvia y frutos con semilla negra muy
globosa de 8-10mm.[21]

En México, habita en matorrales xeréfilos del Noroeste (NE) hasta el centro del pais, en
laderas de los cerros, en el plano, en tepetate y en suelo pedregoso en un rango de altitud de
5-2800 m.[22] En el Estado de Hidalgo se localiza en el Valle del Mezquital, en el
municipio de Ixmiquilpan (Dexthi, Cantamaye, Orizabita, Puerto Dexthi y San Juanico) en
donde se elabora un champu para uso humano a base de Sangre de grado[23], el Cardonal
(San Antonio Sabanillas y Cardonal), Tezontepec de Aldama, Chilcuautla (Tunititlan) y en
Meztitlan (Barranca).[15, 24] Otros Estados en los que se ha reportado su presencia son:
Estado de México, Durango (San Juan Mogote), Zacatecas, Chihuahua (Desierto)[25-27],
San Luis Potosi (Real de Catorce), [28] Tamaulipas. [29]. La planta se obtiene por
recoleccion y se encuentra disponible durante todo el afio en el Mercado de Sonora de la
Cd. De México. [30]

Se le considera a la Sangre de Drago una planta medicinal fria o fresca, relatada en el siglo
XX como: anti disentérica, antiescorbdtica, antiséptica, astringente, para la dermatosis,
hemorroides, piorrea (encias) y como tonico capilar; de aplicacion externa o como infusién
para el tratamiento de: Caida del cabello, contra la caspa y orzuela, dolor de dientes,
amacizar la dentadura, para quitar callos, sacar espinas, parar hemorragias, cicatrizar
heridas, quitar granitos, salpullido, lavar heridas, dolor de rifiones, espalda y corazén,
problemas de digestion “empacho”, debilidad por reumas, vérices, dolor de piernas y
cancer.[31-34]



Se le han identificado tres diterpenos:

o Citlalitriona: Ha mostrado una notable actividad inhibidora de tumores. [35]
e Jatrofolone B: Se le ha observado efecto gastroprotector [36]

e (3-Jatrofona: Efecto antitumoral [37]

e Riolozatriona:

Un esteral: B-sitosterol, con actividad quimioprotectora conocida al inhibir el crecimiento
de lineas celulares de cancer de coélon, al inducir la apoptosis por barrido de especies
reactivas de oxigeno (SRO) y suprimir la expresion de B -catenina y antigeno nuclear de
proliferacion de celular (PCNA) [38] . De la raiz se obtiene un aceite esencial, resina,
saponinas, un alcaloide y acido oxalico que posee actividad fuerte contra Staphylococcus
aureus, Bacillos cereus, Bacillus subtilis. De los tallos emana un latex rico en taninos con

actividad antibidtica contra Staphylococcus aureus. [39, 40]

El Ensayo cometa o electroforesis en gel de células individuales (SCGE), es un ensayo
rapido, sensible y un método relativamente simple para detectar dafios en el DNA a nivel de
células individuales. Combina la simplicidad de técnicas bioguimicas para detectar roturas
en la cadena del DNA sencillas y sitios de reparacion de escision incompleta, sitios alcali-
labiles y entrecruzamiento con el enfoque se células individuales de pruebas citogenéticas.
La version alcalina in vivo (pH>13) del SCGE detecta un amplio espectro del dafio al DNA
y se puede aplicar en una gran variedad de tejidos de roedores, tras la administracion de
agentes de prueba.[41] El uso de la prueba de micro nucleos (MN) en combinacion con la
prueba de SCGE es una prueba prometedora para proporcionar mas evaluaciones completas
del potencial genotoxico. Incluso el Programa Nacional de Toxicologia esta utilizando este
protocolo combinado para la evaluacion global de la genotoxicidad de sustancias relevantes

para el uso en la Salud Pdblica.[42]



. ANTECEDENTES
2.1 Medicina Tradicional (MT)

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define a la MT como la suma completa de
conocimientos, técnicas y précticas fundamentadas en teorias, creencias y experiencias
propias de diferentes culturas utilizadas para mantener la salud, prevenir, diagnosticar,
mejorar y tratar trastornos fisicos y mentales. También se le llama medicina alternativa o

complementaria cuando ha sido adoptada por otras poblaciones [43].

Los medicamentos derivados de plantas han jugado un papel fundamental en el cuidado de
la salud de muchas culturas, tanto antiguas como modernas. El sistema indio de medicina
holistica conocido como “ayurveda” utiliza drogas a base de plantas o formulaciones para
el tratamiento de dolencias como el cancer[44]. Aproximadamente el 61% de los farmacos

sintéticos, se originaron de productos naturales. [45]

La MT se utiliza desde hace miles de afios, a partir del decenio de 1990, se ha observado un
resurgimiento de su utilizacién en muchos paises desarrollados y en vias desarrollo, en Asia
y Africa. Se estima que aproximadamente el 80% de la poblacién de las economias en
desarrollo dependen principalmente de productos naturales para satisfacer sus necesidades
de salud. [46]

Para la atencion primaria, la mas lucrativa es la medicina herbolaria, entendida como la que
utiliza hiervas o materiales herbarios, preparaciones y productos herbarios acabados cuyos
ingredientes activos son metabolitos secundarios de partes de plantas 0 materias vegetales,
que utilizan como defensa natural contra la enfermedad y la infeccién, que generan
millones de ddlares de ingresos. [47] Con ellas se pueden tratar diversas infecciones y
enfermedades cronicas, incluso se han obtenido nuevos farmacos de plantas como el

antipaludico artemisinina extraido de la Artemisia annua L[48].



La MT puede provocar reacciones dafiinas o adversas cuando el producto o tratamiento en
cuestion es de mala calidad, se toma de forma inadecuada o de manera simultanea con otros
medicamentos; desafortunadamente los datos de ensayos cientificos que evalten la
seguridad y eficacia de los productos y préacticas de la MT son escasas. Evaluar la calidad
de productos herbarios es dificil porque su seguridad y eficacia dependen de muchos
factores entre ellos: las materias de origen y la manipulacién en procesos productivos. Por
otro lado es necesario preservar las poblaciones de plantas asi como el conocimiento sobre

sus usos con fines medicinales para perpetuar la MT. [49]

Recientemente se ha propuesto como una posibilidad el uso de productos basados en
plantas naturales para sensibilizar a los tumores a los farmacos quimioterapéuticos
existentes. Las drogas de origen vegetal pueden ser mas adecuadas, bioquimicamente para
el uso medicinal humano. De hecho, muchos productos evaluados experimentalmente no se
han encontrado que sean toxicos o tienen sus dosis efectivas por debajo de sus dosis
toxicas. Los mas utilizados son los polifenoles por sus propiedades antioxidantes,

quimioprotectoras, quimiosensibilizadoras, radiosensibilizadoras y radioprotectoras. [44]

Desafortunadamente la medicina moderna no alienta el uso de productos naturales; en
Estados Unidos (E.U.) uno de cada tres pacientes y el 50% de pacientes con Cancer utiliza

productos naturales medicinales todos los dias [15, 50, 51]

En México se conoce a la MT indigena mexicana (MTIM) como el conjunto de sistemas de
atencion a la salud que tiene sus raices de diferentes pueblos indigenas y rurales del pais;
también ha incorporado elementos de la medicina antigua espafiola, africana y occidental.
Comprende al universo como totalidad interconectada, al cuerpo humano como mente y
espiritu, las causas de la enfermedad como mecanismos que rompen el equilibrio frio-calor
del cuerpo, derivados del ambiente, sus procedimientos preventivos se enfocan a la

exclusion y control de factores desequilibrantes, sus elementos terapéuticos incluyen: la
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herbolaria, uso de productos animales y minerales, ademas de masajes, punciones uso de

frio y calor, limpias, ensalmos y diversos ritos.[52]

La MTIM ha interactuando con otros modelos terapéuticos para conformar lo que se Illama
el “sistema real de salud” de millones de mexicanos del siglo XXI, habitantes del campo y
la ciudad. Asociada fuertemente a las plantas medicinales, es mucho méas que boténica
medicinal contenida en la Biblioteca de la MT Mexicana del Instituto Nacional Indigenista
de la UNAM [40].

Esta reconocida en la Constitucion Politica en el Articulo 2 como un derecho de los pueblos
indigenas a “preservar todos los elementos que les brinden su identidad cultural y
aprovechar debidamente la MT”. Sin embargo se pretende lograr su reconocimiento y
marco juridico adecuado para el desarrollo en coordinacion con las instituciones de salud
como la Comision Nacional para el Desarrollo de los pueblos Indigenas (CDI), el Instituto

Mexicano para el Seguro Social (IMSS) asi como en la Secretaria de Salud (SSa). [52]

La MT esta reglamentada en mas de 100 paises, la OMS y sus Estados Miembros colaboran
para promover el uso de la MT en atencidn a la salud mediante su integracion a los
Sistemas de Salud en combinacidn con politicas y reglamentos nacionales, para garantizar
que las précticas y los productos sean seguros y eficaces y de calidad con argumento de los

datos cientificos existentes.[43]
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2.2 Agentes fitoquimicos

Los fitoquimicos, son compuestos bioactivos, metabolitos secundarios, carentes de valor
nutritivo, sintetizados de manera natural, como mecanismo de defensa ante la ingestion de
herbivoros como artrépodos, insectos y microrganismos; también le ayudan a preservar su
integridad con la exposicion continua a estresores ambientales, como la radiacién
ultravioleta, las altas temperaturas o la deshidratacion y sirven como atrayentes de
polinizadores y dispensadores de semillas y como agentes en la competencia planta-planta
[6, 53].

Es precisamente que a estos fitoquimicos se deben las propiedades medicinales de las
plantas, estdn presentes en las frutas, vegetales y cereales, se han identificado mas de
5.000 fitoquimicos. Han sido asociados con propiedades protectoras, como
anticarcinogénicas y antimutagénicas, siendo una opcion importante como agentes
quimioprotectores para prevenir el cancer y de las enfermedades cardiovasculares [13, 54,
55, 56].

El proceso de extraccion de metabolitos secundarios a partir de extractos de plantas es
variable, se pueden obtener como extractos acuosos o polvos utilizando diferentes
solventes, dependiendo de su polaridad. Se considera que estos compuestos obtenidos de
plantas son biodegradables y seguros para su uso como una alternativa para el control de la

enfermedad en un sistema de produccion tradicional. [57]
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2.2.1 Clasificacién de los metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios comenzaron a estudiarse en el siglo XIX y XX, llamandolos
“productos naturales”, debido a su importancia como drogas, venenos, sabores y materias
industriales. Se pueden dividir en tres grupos quimicamente diferentes: Los terpenos,
fenoles y compuestos con nitrdégeno, en la Figura 1 se muestra un esquema de las rutas

metabdlicas de biosintesis de metabolitos secundarios.[6]

cO,
l Fotosintesis

METABOLISMO PRIMARIO DEL CARBONO
Eritrosa-4-fosfato / \ 3-Fosfoglicerato
Fosfoenolpiruvato Piruvato (3-PGA)
Cnclo de '?S acidos Acetil-CoA
tricarboxilicos
Aminodcidos alifaticos
v
Via del acido Via del acido Via del &cido Via MEP
shikimico malénico mevalénico
Aminoacidos
aromaticos I v
Productos secundarios
nitrogenados
v v v v
> Cont\;.)uestos Terpenos
» | fendlicos

METABOLISMO SECUNDARIO DEL CARBONO

Figura 1. Esquema simplificado de las rutas de biosintesis de metabolitos secundarios y
sus interrelaciones con el metabolismo primario. [6]
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2.2.2 Terpenos

También llamados terpenoides o isoprenoides, es el mayor grupo de productos secundarios,
generalmente son insolubles en agua y biosintetizados a partir del Acetil coenzima A
(Acetil-CoA) o de intermediarios glicoliticos. Derivan de la unién de elementos de 5
carbonos (C), sus elementos estructurales basicos se conocen como unidades de isopreno.
Se clasifican por el nimero en su esqueleto hidrocarbonado de unidades de Cs 1, 2, 3, 4, 5,

6 6 8 en hemiterpenos, monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos y

tetraterpenos, respectivamente y politerpenoides ([Cs], si n>8).[6]

RUTA DEL ACIDO MEVALONICO

N

Acetil-CoA ‘>\. /k/\ )\/\
-+ - - N —_—
) OPP P
Acetoacetil-CoA HOCH, COOH <
Dimetil alil pirofosfato Isopentenil pirofosfato

Acido mevalonico DMAPP PP
PP IPP IPP ‘
Geranil
— G::::I __‘/ Farnesil ./ Geranil
Pirofosfato ™~ Pirofosfato ™~
Pirofosfato (C-10)
(C-20) (C-15)

ot <

--

\ |

Figura 2. Formacién de precursores de terpenos[3]

Derivan biogenéticamente del acido mevaldnico, esquematizado en la Figura 2, de la
formacion de precursores de terpenos. Ejercen la funcidn de precursores diferentes ésteres

pirofosforicos de alcoholes en (Cs)n, formados por la adicion secuencial de una unidad en

|



Cs, el pirofosfato de isopentenilo (IPP), sobre una molécula estarter. El pirofosfato de
dimetilalilo (DMAPP), formado a partir del IPP por isomerizacion, es el primer término de
la serie. La condensacion mediante unioén “cabeza-cola” de estos dos ultimos compuestos
origina el geranilpirofosfato (GPP), precursor de monoterpenos. El acoplamiento al GPP de
nuevas unidades de IPP origina moléculas de mayor peso molecular, incrementandose el
nimero de carbonos de cinco. También hay monoterpenos “irregulares” en los que la regla
isoprénica no es respetada, y son producto del acoplamiento de dos unidades de DMAPP

que dan lugar a los triterpenos y carotenos.[58]

Por lo tanto, en el grupo de los terpenoides, se incluyen a los fitoesteroles, carotenoides,
monoterpenos, sesquiterpenos y saponinas. Los carotenoides, han demostrado en
numerosos estudios in vitro que son buenos agentes antioxidantes funcionando como
secuestradores de radicales libres y de especies reactivas de oxigeno. Son considerados
agentes anticarcinogénicos, ya que ha sido confirmada la intervencion efectiva de este tipo
de compuesto, tanto a nivel de la iniciacibn como en etapas mas avanzadas de la
carcinogenesis, también son capaces de regular la comunicacion mediante uniones gap
entre células y se han reportado efectos en la proliferacion y la transformacién celular. Una
dieta suplementada con B-caroteno, retinol, a-tocoferol o vitamina C es beneficiosa para la

reduccion del cancer y el incremento de la longevidad. [59]

Los diterpenos son compuestos caracterizados por poseer una estructura basica de 20
carbonos y proceder del precursor 2E, 6E, 10E-geranilgeranilpirofosfato (GGPP),
presentando una gran variabilidad estructural. Pueden dividirse en dos grandes grupos,

compuestos aciclicos y compuestos ciclados.[60]

Los compuestos aciclicos son los menos frecuentes, pudiendo ser lineales o poseer un ciclo
lactonico o éter. Por su parte, los diterpenos ciclados son clasificados a su vez en: biciclicos

(labdanos y clerodanos), triciclicos (pimaranos, isopimaranos, abietanos, casanos Yy



rosanos), tetraciclicos (kauranos, atisiranos, beyeranos y giberelinas) y pentaciclicos
(traquilobanos). También se incluyen en este grupo los diterpenos macrociclicos como los

cembrenos, casbenos o taxanos y los diterpenos miscelaneos briarano y vibsano. [58]

El interés farmacolégico de los diterpenos radica en que dentro de este grupo se encuentran
los diterpenos triciclicos del género Taxus y sus derivados (paclitaxel o Taxol® y docetaxel
0 Taxotere®), utilizados actualmente en terapéutica en el tratamiento de algunos tipos de

cancer por su accion antimitética.[60]

Existen otros diterpenos que presentan interesantes actividades farmacoldgicas que los
convierten en potenciales agentes terapéuticos como las propiedades antihipertensivas del
acido labd-8(17)-en-15-o0ico y de la forskolina, la antiagregante plaquetaria del carnosol y
de los &cidos pimarico. levopimérico y el interés de las quinonas diterpénicas de Salvia
miltiorrhiza Bunge en el tratamiento de diversas afecciones del miocardio. Propiedades
antirretrovirales de la prostratina, antitumorales de la oridonina y la lasiokaurina,
antimicrobianas de la salvipimarona, antiparasitarias del acido kaurenoico frente al
Trypanosoma cruzi, antinflamatorias de numerosos diterpenos obtenidos de la familia
Lamiaceae (como la tanshinona Il1A y el borjatriol aislados de los géneros Salvia y Sideritis,
respectivamente) ademas de las propiedades analgésicas y gastroprotectivas del acido
centipedico. Los diterpenos de tipo clerodano, algunos han presentado diversas actividades,
destacando las propiedades antiulcerogénicas, antitumorales, citotoxicas y las
antinflamatorias. Algunos diterpenos de tipo clerodano pueden producir efectos
indeseables, como los de la especie Teucrium chamaedrys L., y en especial la teucrina A,

responsables de la accion hepatotoxica de esta planta.[58]

Los terpenos tienen propiedades antioxidantes que protegen a lipidos y componentes
celulares del ataque de agentes oxidantes como radicales libres de oxigeno, super6xido y

grupos hidroxilo reactivos. Los mas conocidos son el escualeno y los carotenoides,
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ampliamente distribuidos en productos vegetales verdes, cereales y leguminosos. Las
propiedades antioxidantes del escualeno han sido consideradas para el tratamiento contra el
cancer, asi como efecto benéfico en la prevencion de enfermedades cardiovasculares pues

reduce los niveles de colesterol y de triacilgliceroles en sangre.

Los carotenoides estan presentes en vegetales amarillos y rojos, los mas conocidos son el 8
caroteno, a caroteno, luteina, zeaxantina y licopeno. El consumo excesivo de B caroteno
ocasiona elevacion reversible en los niveles sanguineos (carotenemia) pero no genera
toxicidad por vitamina A. los carotenoides protegen la piel contra la radiacion ultravioleta.
Las propiedades antioxidantes de los carotenoides han sido relacionadas en la prevencién
contra la peroxidacién de lipidos y acidos nucleicos, aterogénesis y cancer. La ingesta de
frutas y vegetales ricos en luteina y zeaxantina reduce el riesgo de la aparicion de cataratas

y otras lesiones en la cornea.

La estructura de los fitoesteroles y fitoestanoles, es semejante al colesterol de origen
Animal. No son sintetizados por el humano, derivan exclusivamente de productos de origen
vegetal como aceite de maiz, germen de trigo, nueces, cereales y frijoles; son triterpenos
insaturados con uno o dos dobles enlaces entre carbono-carbono. Los més comunes en la
naturaleza son los B sitosteroles, campesterol y estigmasterol. Pueden formar ésteres con
acidos grasos, acidos fenolicos o0 hexosas. Los fitoesteroles y fitoestanoles inhiben la
absorcion intestinal de colesterol, por ello, su consumo se ha asociado con la disminucién
del riesgo de enfermedades del corazon, también poseen propiedades immunomoduladoras
que podrian ser benéficas para la prevencion del cancer de coldn, cancer de mama y dafio

tisular asociado a inflamacion.[61]
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2.2.3 Compuestos fendlicos

Contienen un grupo fenol y un grupo hidroxilo en un anillo aromatico, forman un grupo
heterogéneo de aproximadamente 10000 compuestos, algunos solubles solo en solventes
organicos, otros son acidos carboxilicos y glucdsidos solubles en agua y otros son grandes
polimeros muy insolubles. Tienen funciones diversas en las plantas principalmente como
defensa contra herbivoros y patdgenos, atraccion de polinizadores, etc. Son biosintestizados
basicamente por dos rutas la del acido siquimico y del &cido malénico. La mayor parte de
los compuestos fendlicos de las plantas derivan de la fenilalanina, esquematizado en la
figura 3. [6]

Los compuestos fendlicos propiamente dichos son: Alcoholes y acidos fendlicos, Acidos
cindmicos y sus derivados y glucésidos, cumarinas, flavonoides y sus glucésidos,
catequinas, fenoles condensados, taninos, como el a-tocoferol, carotenoides, &cido
ascorbico, entre otros. En general se les ha descrito importante actividad antioxidante y
actuan como inhibidores de los radicales libres que catalizan la oxidacion de los lipidos.
[62]

Este grupo de compuestos estan presentes en las verduras y frutas ejerciendo una potente
accion antioxidante necesaria para el funcionamiento de las células, protegiéndolas
mediante la reduccién del dafo y deterioro oxidativo. Los alimentos con mayor contenido
de antioxidante fendlicos son: el frijol de soya, por su contenido de isoflavonas y &cidos
fenodlicos, él te verde y él te negro, por su contenido de polifenoles y catequinas, el café
contiene esteres fenodlicos, el vino tinto, acidos fendlicos y polifenoles, el romero, acido
carnosico y acido rosmarico, los citricos y otras frutas bioflavonoides y chalconas, la
cebolla quercetina y camferol y las aceitunas polifenoles. Las bayas contienen altos niveles
de flavonoides polifendlicos y antocianinas. Hay fuerte y convincente evidencia de que los

extractos y fitoquimicos de las bayas modulan los biomarcadores de dafio en el DNA y los
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indicadores de la transformacion maligna in vitro e in vivo, adjudicando a las antocianinas
la potente actividad anticancerigena, asi como la proteccion contra la inestabilidad
genomica. Muchos antioxidantes naturales han mostrado una relacion inversa de riesgo en
distintos tipos de cancer, el consumo de una dieta rica en alimentos de origen vegetal, frutas
y verduras, se asocia con un menor riesgo de cancer de células epiteliales en varios sitios,
los citoprotectores en incluyen a las vitaminas, minerales y micronutrientes maltiples [63,
64].

Mientras que los antioxidantes sintéticos, compuestos fendlicos con las estructuras de
distintos grados de sustitucion de alquilo, como el butilhidroxianisol (BHA) vy
butilhidroxitolueno (BHT), presentan propiedades carcinogénicas, por lo que se ha

generado un mayor interés en las sustancias antioxidantes naturales.
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Figura 3. Esquema de la biosintesis de fenoles a partir de la fenilalanina.[6]
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Los mecanismos anticancerigenos incluyen la modulacion de la activacién de carcind6genos
y la desintoxicacion, la disminucion de la union al DNA de los carcindgenos, la inhibicién
del dafo oxidativo del DNA, la alteracion en la sefializacion celular y transformacion

maligna y la inhibicion de la invasion celular y metéstasis. [65]

Los polifenoles, agrupan a los flavonoides (como los flavonoles, las flavononas, las
isoflavonas), las antocianinas, los taninos y los lignanos, muchos de los cuales se
encuentran presentes en frutas, vegetales y bebidas muy populares como el té y el vino, se
ha planteado que estos compuestos tienen propiedades antioxidantes, antimutagénicas,
anticarcinogénicas. [64] Se conoce que inhiben la produccién de bisulfitos en 6rganos
digestivos, ademas de proteger y estabilizar el genoma. Sin embargo, algunos de ellos
resultan mutagénicos y/o pro-oxidantes ya que intervienen en vias bioguimicas esenciales

que involucran topoisomerasas, prostanoides y traduccion de sefiales. [8]

Se ha comprobado que los extractos de frutas de mirto (Myrtus communis L.) son potentes
depuradores de radicales libres, mediante la donacion de electrones, haciéndolo muy
estables y concluyendo con la cadena de radicales, por lo que se cree podria ser importante
para proteger el DNA celular, esta eficacia como antioxidante se debe a su alto contenido
en polifenoles, ademas de los flavonoides presentes en el extracto de metanol que impiden
las lesiones oxidativas, de esta manera que sustenta que el consumo de frutas de mirto
puede ofrecer algunos beneficios dietéticos al proteger contra la peroxidacion lipidica y
eliminacion de radicales libres, por lo que puede tener un efecto quimioprotector, ademas

de ser una fuente alimentaria puede utilizarse con fines medicinales. [66]

Estudios recientes han demostrado que infusiones de Alloysia triphylla (cedron) y Peumus
boldus Molina (boldo) poseen un efecto protector de dafio genético al incrementar

significativamente el estatus antioxidante del plasma de ratones de experimentacién
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evaluado mediante las técnicas de FRAP (Capacidad de reduccién férrica en Plasma) y

peroxidacion lipidica. [67]

También se ha estudiado el efecto antigenotdxico de la infusion de Aloysia triphylla
mediante la técnica del EC, debido al interés en sus compuestos polifendlicos antioxidantes
contenidos en el extracto acuoso, tales como los flavonoides y acidos fendlicos, se
investigo el efectos quimioprotector contra el dafio genético inducido por acrilamida con la
version alcalina del SCGE, donde se encontrd que la infusion puede ejercer una accién de

quimio proteccion probablemente debido al barrido de radicales libres. [67]

Se ha estudiado la antigenotoxicidad de tres extractos de A. keiskei , Javanica o. y B.
oleracea mediante el SCGE, donde se evaluo la actividad antimutagénica en contra de la
aminas heterociclicas 2-amino -3- methylimidazo [4,5 -f] quinolina (IQ) , 2- amino-3 ,8-
dimethylimidazo [4,5 -f] quinoxalina (MelQx) y 2- amino-3 ,8- dimethylimidazo [4,5 -f]
quinoxalina (PhIP) en presencia de un sistema de activacién metabolica exdgena. Los datos
sugirieron que no hay un efecto antimutagénico consistente al no ser los resultados de
significancia estadistica. A pesar de que se confirm6 una alta actividad antioxidante de los
tres extractos de plantas, que al consumirse en conjunto genera un efecto coctel que puede

ser beneficioso debido a la concentracion de fitoquimicos. [68]
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2.2.4 Compuestos que contienen nitrégeno

En este grupo estan incluidos los alcaloides, glucosidos, glucosinolatos y aminoacidos no
proteicos, son de gran interés por su toxicidad para el hombre y sus propiedades
medicinales. Se biosintetizan a partir de aminoacidos comunes como la lisina, tirosina y
triptéfano. Los glicosidos cianogénicos y los glucosinolatos, son compuestos no toxicos por
si mismos, estos Ultimos se degradan para liberar sustancias de defensa volatiles, liberan

compuestos responsables del olor y el gusto como en el brocoli y el rabano [6].

Los alcaloides comprenden una familia de mas de 15000, se encuentran en un 20% en las
especies de plantas vasculares, como su nombre lo indica son alcalinos, cargados
positivamente y generalmente solubles en agua, conocidos por sus impresionantes efectos
farmacoldgicos sobre animales vertebrados. En las plantas actian como defensa frente a
predadores mamiferos, casi todos los alcaloides son téxicos para los humanos cuando son
ingeridos en cantidades suficientes como la estricnina, atropina y coniina [6]. Son bien
conocidas por sus propiedades analgesicas, bactericidas, antibioticas, psicotropicas,
herbicidas asi como su actividad farmacolégica por lo que actualmente son muy empleados
ya sea de forma natural o semisintética. Entre los alcaloides que contienen pigmentos de
monoterpenoides en su estructura estan la vinblastina y la vincristina (aislados de
Catharanthus roseus), utilizadas en la quimioterapia frente a determinados tipos de

tumores. [69]
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2.3 Familia Euphorbiaceae

Familia de plantas que pertenecen al filo Magnoliophyta, del orden Euphorbiales, es una de
las familias méas diversas entre las angiospermas. [14] La constituyen cinco subfamilias, 49
tribus, 317 géneros y cerca de 8100 especies, distribuidas principalmente en las zonas
tropicales y subtropicales del mundo. En México se han encontraron 50 géneros y 826
especies; de éstas, 55.52 % son endémicas. Estos nimeros ubican a Euphorbiaceae como la
sexta familia en importancia nacional, atendiendo al nimero de especies y la cuarta en
porcentaje de endemismos. Los géneros con mayor numero de especies son Euphorbia
(241 spp.), Crotdn (126 spp.), Chamaesyce (103 spp.), Acalypha (126 spp.), Jatropha (48
spp.) y Phyllanthus (41 spp.). [70]

En México existen todas las formas de crecimiento representadas en la familia incluyendo
las herbaceas anuales, perenes, geodfitos, arbustos, arboles y bejucos. Los estados mas
diversos, con mas de 100 especies, son en orden de importancia Oaxaca, Veracruz,
Chiapas, Jalisco, Guerrero, Michoacéan, Sonora, Sinaloa, Puebla, Nayarit y Tamaulipas.
[71]

2.3.1 Genero Jatropha

Jatropha su nombre proviene de los vocablos griegos Jatros (doctor) y Trophe (Alimento),
es un género del que se conocen mas de 175 nativas de Africa, Norte América y regiones
del Caribe, entre ellas: J. costaricensis G. L. Webster & Poveda, J. curcas L., J.
gossypiifolia L., J. integerrima Jacq., J. podagrica Hook., J. cinérea, J. multifida, J. dioica,
etc. Algunas especies de Jatropha son utilizadas en la MT en varias ciudades como la
India, Africa, Portugal y México, estudios han reportado la presencia de metabolitos
secundarios en las plantas de este género como: alcaloides, terpenos (diterpenos,

triterpenos) lignanos, y péptidos ciclicos, [16] flavonoides, y fitoesteroles. [17]
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En México se encuentran 45 especies de las cuales el 77% son endémicas.[71]
Generalmente son arbustos o arboles caracterizados por un exudado transparente o
coloreado que emana cuando la planta sufre algun dafo, sus hojas son alternas y su fruto
capsular contiene de una a tres semillas ovoides o su globosas. Se les conoce cominmente

como “pifioncillo”, “pifidn o pistache mexicano” por la forma de sus semillas, o “sangre de

grado” aludiendo al abundante exudado que generalmente pinta de color rojo oscuro [72].

Una de las especies mas estudiadas es la Jatropha curcas, debido a que sus semillas son
ricas en aceite y se utilizan para la obtencion de biodiesel, usos medicinales, produccién de
jabon. [73] Algunas poblaciones las emplean en algunos lugares de México para consumo
humano, solas tostadas en comal o combinadas con otros ingredientes para la preparacion
de diferentes platillos. [74]

Otras especies se estan estudiando ya que se sabe de su empleo en MT en diferentes partes
de Africa, Asia y América, lo que ha motivado una exploracion quimica en busca de
sustancias con accion antibacterial, antimicotica, anticancerigeno e insecticida, algunas

especies ya han sido estudiadas y han demostrado tener alguno (s) de estos efectos [75].
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2.3.2 Usos terapéuticos de especies del genero Jatropha

En algunos productos naturales del genero Jatropha spp., se han reconocido actividades
biologicas como antinflamatoria, antimicrobianos, [18] antitumoral y citotoxica [19] asi
como promotor de la actividad tumoral [20]. En general se utiliza latex fresco para el
tratamiento de ampollas en la boca, granos y sarna, las hojas en infusion para tratar las

ulceras, heridas infectadas y diarrea. Las semillas y hojas se utilizan como laxantes. [16]

e Jatropha unicostata el extracto metano lico ha demostrado tener actividad
antibacteriana contra bacterias Gram positivas y cepas de Staphylococcus

multirresistentes. [76]

e Jatropha multifida L. El extracto de metanol crudo mostré tener una fuerte actividad

anti fangica contra Cryptococcus neoformans. [77]

e Jatropha gaumeri, el extracto de metanol de las raices y hojas ha mostrado
actividad antimicrobiana y antioxidante. De la purificacion biodirigida del extracto
de raiz se obtuvieron dos diterpenos: 2-epi-jatrogrossidione: Tipo rhamnofolano con
actividad antimicrobiana contra Bacilus subtilis y 15-epi-4E-jatrogrossidentadiona:
Tipo lathyrano sin actividad. [16] Del extracto de las hojas se identificd p-sitosterol
(antilipidemico) y Triterpenos como a-amirina, [B-amirina (analgésicos vy
antipiréticos) y Taraxasterol antioxidantes que inhiben la per oxidacién lipidica y

con efecto antitumoral en ratones. [78]
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Jatropha curcas, en el latex de la especie, se han identificado los siguientes
compuestos: jatrophina, jatropham, jatrophona y curcain (proteina, enzima
proteolitica). Se utiliza para el tratamiento de enfermedades de la piel, llagas, alivio
de picaduras de abejas y avispas, en cuba y varias partes del mundo para el dolor de
muelas, quemaduras, hemorroides, tifia y Ulceras, etc. [79] Jatrophina y jatropham
tienen propiedades anticenrigenas. [80] Se utiliza el extracto de la hoja. El extracto
butanolico de las hojas secas en concentraciones de 0.2 mg/ml tiene actividad
espasmolitico importante en ileon pero la cromatografia es dudosa. El extracto
hidroetanolico a dosis de 0.25 mg/Kg via IP en ratones potencializa la accion de los
barbitaricos y muestra actividad diurética. El diterpeno B-curcusone demostré que
actia como antimetastasico en células humanas in vitro. La vitexina, isovitexina
junto con otros factores son utilizados contra la malaria, reumatismo o dolores
musculares. La savia contiene una enzima proteolitica la curcaina, con actividad
antimicrobiana contra Candida albicans, Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Streptococcus pyogenes, [81] Sindbi y, Microsporum canis.

Tiene actividad antiviral significativa contra el virus del Herpes, en Panama. [82]

Se recomienda utilizar la planta con precaucién ya que puede ser perjudicial cuando
se ingiere por la presencia de la toxoalbumina Curcin la cual ha demostrado
propiedades antitumorales [83] Y el &cido cianhidrico (HCN), contenido en mayor
proporcion en las semillas, que las hace toxicas para el consumo humano, puede
provocar depresion, complicaciones circulatorias en nifios y manifestaciones
gastrointestinales. En ratones administrada via oral provoca efectos antiestéril y la
administracion en cabras a dosis de 1g/Kg/dia de semillas provoco un cuadro de
congestion hepatica, reduccion de la concentracion de glucosa, alteraciones en los
hepatocitos y graves modificaciones hematoldgicas. El estigmasterol muestra fuerte
efecto antinflamatorio, de aplicacion tdpica, reduce el edema, inhibe la actividad
metalloperoxidasa. La a-amirina es un antinflamatorio para inhibir la PKA (Proteina
quinasa A). La raiz se utiliza como antidoto contra el veneno de serpientes y para
controlar el sangrado de encias. La aplicacion externa del aceite es atil contra

enfermedades de la piel y reumatismo, estimulante del crecimiento del cabello, es
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arborificente, emético y laxante. Indicado para hidropesia, ciatica, paralisis y

lesiones cutaneas de animales. [17]

Jatropha gossypiifolia, en la corteza y raiz contiene el alcaloide jatrophina
(C14H2006N). La coccion de la corteza se utiliza para la blenorragia. La hoja
contiene Histamina, Vitexina, Taninos, Apigenina e lIsovitexina, la infusion, es
tomada en pocillos (tazas) para aliviar cdlicos. El extracto de hojas se ha reportado
inactivo. Las raices y tallos contienen lignanos. El latex al contacto con la piel
provoca dermatitis. Las semillas contienen esteres diterpenicos derivados del forbol,
de efecto irritante con proteina toxica curcina, utilizadas como purgantes. La raiz
contiene un diterpenoide macrociclico y jatrophina, la infusion (1 manojo en 1 litro
de agua) es tomada por tazas, como diurético para inflamacion de la vejiga. Se ha
aislado en la raiz la jatrophona y 3 derivados de diterpenoides utilizados en el
tratamiento de tumores. De los frutos y de la raiz se han obtenido extractos
etandlicos que muestran actividad depresiva del Sistema Nervioso Central en
ratones administrados por v. ip. El extracto etandlico de la raiz administrado via i.p.
antagoniza las convulsiones inducidas por la estricnina en el raton. En ratas el
extracto de raiz inhibid el crecimiento del sarcoma 180, carcinoma pulmonar de
Lewis, leucemia P-388, Carcinoma de Walker, actividad atribuida a la jatrophona.

Clasificado en categoria A para tratamiento de diarrea y anorexia. [82]

Jatropha neopauciflora Pax el extracto hexanico, de acetato de etilo y de metanol
han demostrado tener actividad antibacteriana frente a Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermis, Sarcina lutea, Basillus subtilis, Vibrio cholerae, el
extracto hexanico mostro actividad para Vibrio cholerae CDC V 12 y Yersinia
enterocolitica, y el extracto de acetato de etilo y Metanol mostraron actividad
contra Shigellaboydi, coincidiendo su uso en la MT de acuerdo al consenso de

informantes de San Rafael Coxcatlan, Puebla [84].
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2.4 Jatropha dioica Cerv.

Su nombre comun es Sangre de drago o sangre de grado, pertenece a la familia de las
Euphorbiaceae, también se le conoce como Jatropha spathulata (Ortega) Muell. Arg. Su
nombre se debe a que tiene un jugo incoloro que cambia a oscuro al contacto con el aire. Su
nombre en lengua indigena es B'othue. [85]

2.4.1 Descripcion boténica

Arbusto de 0.5 — 5 m (70 cm) de altura, con tallos obscuros, lisos, correosos, fibrosos,
flexibles, tienen jugo claro astringente que al secarse se torna rojizo (latex rojizo), las hojas
son fasciculadas lineares a espatuladas a veces lobuladas de 1-7cm, flores blancas con rosa
muy pequefias presentes en época de lluvia y frutos con semilla negra muy globosa de 8-
10mm, ver figura 4. [21,40]

Fiaura 4. Jatropha dioica
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2.4.2 Habitat

Originaria de México, habita en sitios de climas seco y semiseco, desde los 1100 a los 2550
metros sobre el nivel del mar, estd bien representada en bosque tropical caducifolio,
matorral xer6filo y pastizal, se puede localizar desde el Noroeste (NE) hasta en centro del
pais ver figura 5, crece en las laderas de los cerros, en el plano, en tepetate y en suelo
pedregoso en un rango de altitud de 5-2800 m. En el Distrito Federal se localiza en
Cuautepec Barrio Bajo y Sierra de Guadalupe en la Delegacién Gustavo A. Madero, en el
Estado de México en San Martin de las Piramides y Tlalnepantla. [22]

Figura 5. Mapa de distribucion de J. dioica en México.
Fuente: Herbario IEB del Instituto de Ecologia, A.C., México (IE-BAJIO).




En el Estado de Hidalgo se localiza en el Valle del Mezquital, en el municipio de
Ixmiquilpan (Dexthi, Cantamaye, Orizabita, Puerto Dexthi y San Juanico) en donde se
elabora un champu para uso humano a base de Sangre de grado, [23] el Cardonal (San
Antonio Sabanillas y Cardonal), Meztitlan (Barranca) entre otros. [15, 24] Otros Estados
en los que se ha reportado su presencia son: Durango (San Juan Mogote), Zacatecas,
Chihuahua (Desierto) [25], [26] San Luis Potosi (Real de Catorce) [28], Tamaulipas [29],

Puebla, donde se ha reportado el uso de la J. dioica Sesse como planta medicinal [86], [87]

2.4.3 Usos medicinales

En la MT Mexicana frecuentemente se utiliza para evitar la caida del cabello, mediante la
coccion de los tallos, la planta entera o la raiz machacada en agua, con este liquido se
enjuaga el cabello despueés de lavarlo, cada tercer dia. Para las varices y golpes, se hierve la
planta y se aplica en forma de cataplasma, o se cuece y se ponen lienzos diariamente sobre
los golpes. El agua resultante de la coccion es utilizada en forma de bafios para quitar la
sarna 0 en lavados para aliviar la infeccion de golpes, heridas y granos, aseando
previamente con jabon de pasta neutro. Para los ojos irritados, eliminar nubes en los ojos y
curar la ceguera, se exprime el fruto sobre ellos dejando caer dos o tres gotitas. Se
recomienda aplicar una gota de latex sobre la piel para sacar espinas, dos gotas en las
muelas picadas para provocar su desprendimiento, frotar en la parte afectada para
contrarrestar el efecto de las Ulceras, y masticar las raices o tallos o ambos para amacizar
los dientes. [40]

Planta medicinal, [32] relatada en el siglo XX como: anti disentérica, antiescorbutica,
antiseptica, astringente, para la dermatosis, hemorroides, piorrea y como tonico capilar.
[24] Considerada planta medicinal fria o fresca [31] de aplicacion externa o como infusion
para el tratamiento de las siguientes afecciones (Tabla 1).
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Tabla 1: Uso de Jatropha dioica en la MT Mexicana[40].

Caida del cabello, Contra la
caspa y orzuela [34]

Dolor de dientes, amacizar la
dentadura y para la piorrea
(encias) Avalado por estudio

clinico.

Quitar callos, sacar espinas,

parar hemorragias, cicatrizar

heridas,  quitar  granitos,
salpullido.
Lavar heridas, dolor de

rifiones, espalda y corazon,
problemas de  digestion

“empacho”,

Debilidad por Reumas, varices
y dolor de piernas

Cancer

Se machaca la planta y se remoja en agua (1
manojo en 4 L de Agua) con la que se enjuaga el
cabello, 6 se hace un champld con la raiz
machacada y cocida en jabon amarillo.

Las hojas, tallos y raices se remojan en agua y se
hacen buches, 0 se masca la raiz, 6 se unta el

agua (latex) del tallo en las encias o se mascan.

Se unta el jugo de los tallos.

Coccion de la raiz (3 raices en 1 L de Agua),
Infusion de aplicacion topica o para beber [24].

En % de alcohol y ¥ de Agua se deja curtir la
planta a oscuras por 22 dias para despues

untarse.

3 gotas del jugo del tallo (Latex) en 1 L de Agua
tomada como agua de uso todos los dias.
Decoccién de la raiz, tomada como agua de
tiempo. [21]




Las semillas se comen crudas pero en poca cantidad pues en exceso provocan vomito o
diarrea. [30] Se obtienen por recoleccion y se encuentra disponible durante todo el afio en
el Mercado de Sonora de la Cd. De Mexico. [34]

La planta también ha sido utilizada para el control de microrganismos patdgenos, actividad
demostrada a nivel de laboratorio, invernadero y campo. Los constituyentes biol6gicos
activos de la J. dioica que proveen la actividad antimicrobiana son metabolitos secundarios,
como polifenoles, flavonoides y terpenos, los cuales forman parte del mecanismo natural de

defensa de la planta contra artrépodos y microrganismos. [88]

En el hombre se ha investigado el efecto de aplicaciones locales de un extracto alcoholico
(en frio) diluido con agua al 50%, en 6 pacientes con paradontosis o0 movilidad dentaria
durante un periodo de 2 meses. El seguimiento de cada paciente dur6 6 meses. Se obtuvo
una reduccion del 80% en la movilidad dentaria de los pacientes establecida en base al
estudio radiogréafico inicial y la secuencia radiografica cada tres meses, asi como en base a

la historia clinica y los métodos de laboratorio tradicionales.[15]
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2.4.4 Fitoquimicos de la J. dioica

Se le han identificado diterpenos, entre ellos el riolozatriona, la citlalitriona, el
Jatropholona B y B-Jatrophona, ademas de un esteral, el B-sitosterol, resina, saponinas,

alcaloides, acido oxalico y acido elagico [35].

Riolozatriona: Se ha extraido de la raiz de la J.
: dioica, y ha mostrado actividad antibidtica frente a
( ~ | S. aureus. La actividad bioldgica del riolozatrione

purificado no ha sido reportada.
Figura 6. Estructura quimica del

riolozatriona.

Fuente: www. Chemdrug.com

Citlalitriona: diterpeno (14, C 20H2604, Sr. 330.40) aislado de extractos de la raiz y el
tallo de la J. dioica y J. integerrima, y de todo el material de planta seca de J. gossypifolia.
Su estructura esta estrechamente relacionada con la de jatrophatriona / jatrophona, los
cuales comparten un centro altamente sustituible 5-9-5 ndcleo y han mostrado tener efectos
antitumorales in vitro, por lo que la citlalitrione ha sido considerada para la construccion de

nuevos de agentes contra el cancer. [37]

Figura 7. Estructura quimica de jatrophatriona y citlalitriona. [9]
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Jatropholona B: en un modelo de HCI / EtOH induciendo las lesiones gastricas en ratones
ha mostrado tener una fuerte accion gastroprotectora, reduciendo las lesiones en un 83-
91%, no es citotoxico en células AGS vy fibroblastos. Tambien has mostrado actividad
antiproliferativa a una concentracion >100uM en lineas celulares de fibroblastos CCL-171,
AGS CRL-1739, HTB-58 de pulmdn, de vejiga HTB-1, leucemia CCL-240.[89] [36]

B-Jatrophona: Diterpeno macrociclico, que posee multiples actividades biolégicas como
citotoxicidad, inhibicién de la liberacién de insulina, efecto de relajacion de la contraccion
muscular inducida, accion relajante en la vena portal de rata, la inhibicién de la activacion
de linfocitos, actividad antiprotozoos, inhibicion de las células tumorales, actividad
molusquicida y efectos gastroprotectores.[89-94] Presenta susceptibilidad a la adicion
conjugada nucledfila lo cual se sugirio es responsable de la actividad antitumoral de
jatrophona in vitro[9]. Sin embargo es necesario estudios in vivo, pues podria dirigirse

como un agente potencial terapéutico.[89] [37]

[B-sitosterol: Ha demostrado tener actividad quimioprotectora conocida, al inhibir el
crecimiento de lineas celulares de cancer de colon, al inducir la apoptosis por barrido de
especies reactivas de Oxigeno (SRO) y suprimir la expresion de p -catenina y PCNA. Esta
presente en cantidades variables en varias especies de plantas, se sabe que tiene actividad

estrogenica. [38]

Recientemente se le identifico y cuantifico un tanino, el Acido elagico (EA) reportandose
una concentracién de 0.81mgg™ de planta, considerandose una fuente alternativa de este
antioxidante natural, ademas de tener otras propiedades relacionadas con la salud, como
antiesteroesclerotico, anti carcinogénico, al reducir el cancer de colon humano, prostata,

cervical, lengua, es6fago y piel. [95]
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El extracto MeOH mostrd actividad antibacteriana contra Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Candida albicans, Cryptococcus neoformans y Sporotrix schenckii [15] y
de la raiz se obtiene un aceite esencial, resina, saponinas, alcaloides y acido oxalico que
poseen una fuerte actividad contra Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Bacillus
subtilis. [39] De los tallos emana un latex rico en taninos con actividad antibidtica contra

Staphylococcus aureus [37]
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2.5 Quimioproteccion

El dafio al DNA es considerado la lesion bioldgicamente mas relevante con potencial
mutagénico. Aunque la mayoria de los agentes exdgenos tienen el potencial de dafiar
muchos componentes de la célula. Responder adecuadamente a los agentes agresores, para
mitigar la toxicidad celular o el inicio de una respuesta de muerte celular adecuada, es
critica, particularmente en los organismos multicelulares. Si la respuesta es incorrecta
pueden facilitar los efectos nocivos, tales como un genoma desestabilizado y enfermedades
tales como el cancer.[96]

El hombre esta cada vez méas expuesto a los agentes mutagenicos, lo que ha incrementado
el grado de mutacion (modificacion del material genético) ya sea en células germinales, asi
como de células somaticas que pueden contribuir a varios desérdenes e incluso, estar
relacionadas en la patogénesis de algunas enfermedades degenerativas cronicas tales como

la diabetes mellitus, enfermedades cardiovasculares y los procesos oncogénicos. [10]

Sin embargo todos los organismos tienen mecanismos esenciales de proteccidn contra
dafios enddgenos o exodgenos, especialmente el DNA ya que al ser portador de la
informacion genética es de vital importancia prevenir la generacion de mutaciones. Los
dafios al DNA como cortes en cadena doble (CCD) pueden ser provocados por agentes
exogenos como las radiaciones ionizantes, los rayos ultravioletas (UV) y algunos
compuestos quimicos sintéticos o naturales, con accion muta génica o carcinogénica, o
antitumoral 6 por causas enddgenas debidas a accidentes o problemas colaterales como el
estrés oxidativo, errores en la replicacion del DNA, cortes durante la meiosis o por

formacion de compuestos mutagénicos productos del metabolismo. [97]
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Cuando sucede alguno de ello el genoma debe ser reparado y la célula contienen toda una
maquinaria enzimatica encargada de realizarla con una alta efectividad. Sin embargo,
ningun sistema es completamente infalible dando origen a re arreglos cromosoma les tales
como las translocaciones, delecciones y amplificaciones que desencadenan una serie de
reacciones, como detener el crecimiento celular, causar la muerte programada de la célula
(apoptosis), o iniciar una proliferacion celular desmedida (cancer). Para reparar el dafio del
DNA la célula eucariota tiene tres vias de reparacion: por recombinacion homologa (RH),
por alineamiento de cadenas sencillas (ACS) y por unién de cadenas sin homologia
(UCSH). Cuando las células se encuentran en una situacion estresante o dificil de
sobrevivir, se activa el gen llamado p53 que responde a diversos factores que pueden
provocar estrés y dafio a DNA, porque ATM puede fosforilarlo y desencadenar una
reaccion que lleva a la célula a decidir si detiene su crecimiento o muere por apoptosis. La
farmacogendmica estudia la diversidad genémica humana y su influencia en la respuesta a

la accidn de farmacos. [97]

El riesgo celular de acumular mutaciones potencialmente oncogénicas depende de la
frecuencia con que se producen las lesiones en el DNA y de la capacidad que tengan las
células de reparar dichas lesiones. La estabilidad genética viene dada por el equilibrio entre
ambos procesos [98] y la misma puede ser alterada por la accion de varios agentes

ambientales, provocando un efecto mutagénico. [99]

Las respuestas al dafio del DNA (DDR) son componentes criticos de los supresores de
efectos nocivos de agentes genotoxicos, por progresion de control del ciclo celular,

reparacion del DNA y la apoptosis. [100]

Informes recientes ha comprobado que la DDR implica procesos celulares pleiotrépicos
gue no son los componentes DDR central. Incluso se han identificado los genes implicados

en la respuesta al dafio de una manera imparcial, de RNA basada en células contra el
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genoma de Drosophila y el agente alquilante Metilmetanosulfonato (MMS) para inducir el
dafo celular y afectar la supervivencia de la célula, donde se comprob6 que la mayoria de
las rutas estan implicadas en la reparacion del DNA, también identificaron varias vias con
funciones bioldgicas diversas como la via del TOR, Transcripcion, traduccion, proteosoma,
sintesis de glutation, sintesis de ATP y sefiales de Notch, que son igualmente importantes

en la supervision contra dafio celular. [101]

La quimioproteccion fue originalmente definida por Sporn en el afio 1976 para indicar: “la
potenciacion farmacolégica o fisiolégica mediante las cuales la progresion de una lesion
preneoplasica puede ser prevenida, detenida o revertida”. [11] Los niveles de prevencion
dependen del momento o estado de salud del individuo, la quimioproteccion primaria para
los individuos sanos, la quimioproteccion secundaria para aquellos pacientes que se
encuentran en estado preclinico y la quimioproteccion terciaria para los que ya tienen

establecida la enfermedad. [56]

La antimutagénesis es el proceso mediante el cual se reduce la frecuencia de mutaciones
espontaneas o inducidas, la accion antimutagénica de un compuesto queda definida como la
caracteristica 0 accion de esta sustancia para disminuir o evitar el dafio mutacional en el
DNA de la célula. [102] Pueden ser agrupados en dos categorias: los agentes blogueadores,
inhibidores de la iniciacion del tumor al impedir que los carcindgenos alcancen o
reaccionen con los sitios diana y los agentes supresores, inhibidores de la

promocion/progresion [8] previniendo la evolucion de los procesos neoplasicos. [103]

Los antimutagenos, inhibidores de fase 1 actlan de forma extracelular, los de fase 2
intracelularmente, los desmutagenos inactivan al agente genotdxico antes de que pueda
atacar al DNA vy los bioantimutagenos interfieren con la fijacion de la lesion en el material
genético dafiado ver figura 8. [8]
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Figura 8. Clasificacion de agentes antimutagénicos y mecanismo de accion. [8]

Existen varios agentes quimiopreventivos que operan mediante multiples mecanismos, con
una alta eficacia y un amplio espectro de accion. Se ha planteado la conveniencia de
combinar los agentes quimiopreventivos para que exista una complementacién de los

mecanismos de accion. [12]

Para determinar el tipo de potencialidad antimutagénica de un compuesto investigado, el
procedimiento mas generalizado consiste en evaluar, comparativamente, las respuestas
mutacionales, al aplicar tres variantes de tratamiento: contratamiento (compuesto y
mutédgeno a la vez), pre tratamiento (primero el compuesto y después el mutégeno,

solamente) y post-tratamiento (primero el mutageno y después el compuesto). [12]



2.6 Agentes genotdxicos

Debido al incremento en la prevalencia de enfermedades cronicas relacionadas con el dafio
del DNA, se han utilizado farmacos que actien de forma fase-inespecifica de manera que
puedan afectar a las células dafiadas en cualquier etapa del ciclo celular con la finalidad de
inhibir el progreso de la carcinogénesis. Uno de estos farmacos son los agentes alquilantes,
la accion antitumoral mediada por la union covalente de grupo alquilos a moléculas
celulares, los 4tomos implicados son el azufre, nitrégeno, oxigeno y fosforo. Su accion
citotoxica se debe a la lesion del DNA que determina la induccion de apoptosis celular. La
mayoria proceden de sintesis quimica por lo que su estructura esta perfectamente definida.
En modelos experimentales han demostrado un mecanismo de destruccion celular dosis
dependiente, lo que los hace idéneos para ser utilizados en programas de altas dosis de

quimioterapia. [104]

Los alquilantes bifuncionales reaccionan con dos grupos de N-7 Guanina dando lugar al
desarrollo de puentes cruzados dentro de la hebra o bien en las dos hebras del DNA lo que
provoca rapidamente la rotura de la estructura, inhibiendo la sintesis de DNA y provocando
la muerte celular. Otros puntos de alquilacién conocidos son el N-3 y O-6 de la Guanina, el
N-1, N-3 y N-7 de Adenina, N-3 y O-6 de la Timina y el N-3 de la Citosina. También
puede darse alquilacion en pares de bases del RNA. [105] La alquilacion covalente del
DNA es mutagénica y carcinogénica lo que resulta en complicaciones a largo plazo como
efectos adversos a largo plazo cobre la espermatogénesis y ovogénesis, asi como desarrollo
de neoplasias posteriores. [106] La mielosupresion es su principal efecto secundario,
pueden inducir lesiones crénicas como atrofia gonadal, esterilidad, nefropatia permanente y
fibrosis pulmonar. Son mutagénicos, carcinogénicos y teratogénicos, sobre todo los
bifuncionales. Entre los mecanismos de resistencia esta la disminucion en la captacion y
transporte celular de la droga, un incremento en la detoxificacion por glutation, incremento

del catabolismo enzimatico e incremento en la capacidad de reparacion del DNA. [105]
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2.6.1 Ciclofosfamida (CF)

Es uno de los citostaticos alquilantes bifuncional que se emplea en el tratamiento de
neoplasias como linfoma maligno, mieloma multiple, leucemias, micosis fungoide,
neuroblastoma, carcinoma de ovario, de mama, retinoplastoma y enfermedad de Hodgkin.
Requiere de la activacion por enzimas microsomales hepaticas (subfamilia CYP3A4), para
expresar su capacidad alquilante. Derivado de la mostaza nitrogenada con una cadena
lateral biscloroetilamina bifuncional. Los metabolitos activos interfieren con el desarrollo
de las células malignas de rapida proliferacion. Generalmente se utiliza a dosis de
500mg/m? dia por 3 dias. [105]

Tiene buena absorcion via oral, las concentraciones plasmaticas maximas se logran a los 60
minutos de administrada. Metabolismo fundamentalmente hepéatico donde por accion del
grupo CYP2B de isoenzimas P450 del sistema microsomal es transformado a su forma
activa 4-hidroxiCF, que cambia espontanea y reversiblemente a aldofosfamida, molécula
con la cual esta en equilibrio. Las dos moléculas (4-hidroxiCF y aldofosfamida), son
transportadas por la sangre hacia los tejidos normales y tumorales donde sufren
desdoblamiento no enzimatico a las formas citotdxicas: mostaza de fosforamida vy

acroleina. Puede atravesar la barrera placentaria y se excreta en la leche materna, ver figura

9). [8]

Del 5-25% del farmaco se elimina por la orina sin sufrir metabolismo, tras la
administracion oral presenta una biodisponibilidad del 75%, la unién proteica es nula,
aunque alguno de sus metabolitos puede alcanzar una union de mas del 60%. Utilizar con
precaucion en neutropenia, trombocitopenia, infiltracion tumoral de la medula oOsea,
radioterapia previa, funcion hepatica o renal alterada. Sus efectos secundarios son: cistitis
hemorragica y fibrosis de vejiga que dependen de la dosis y duracion del tratamiento.

Induce una retencion de agua, disminucion en el filtrado glomerular, defectos en la
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capacidad de concentracion y acidosis renal, también puede provocar neurotoxicidad,
caracterizada por somnolencia, desorientacion, letargia y ocasionalmente convulsiones y
coma, [105, 106].

DEGRADACION
 Cloracetaldehido - CICLOFOSFAMNIDA
*CYP2B6
*CYP3A4
=Y P2CY
4-ketociclofosfamida —1 4-HIDROXICICLOFOSFAMIDA
Carboxifosfamida - - - I
/ / ALDOFOSFAMNMIDA

Mostazano nxtrogeﬂV Descomposicién
: Alcofosfamida espontanea
ACROLEINA+IMOSTAZA
FOSFORAMIDA

Figura 9. Via de activacion metabolica de la CF [5]

Los efectos a largo plazo son esterilidad (ovogénesis y espermatogénesis) irreversible,
incluso se puede llegar a desarrollar segundas neoplasias mieloproliferativas o
linfoproliferativas, varios afios después de haber utilizado el medicamento. La
bioactivacién enziméatica genera la posibilidad de interaccion con inhibidores del
metabolismo hepatico (cloranfenicol, omeprazol, zumo de pomelo, etc.) como con

inductores del mismo (barbitaricos, antiepilépticos, etc.). [107]

Se sabe que la CF, después de su activacion forma acroleina, un reactivo altamente
electrofonico que provoca estrés oxidativo, ademas de B-aldehido insaturado, los cuales se

sugiere son la causa subyacente de la toxicidad de oxazafosforina, agente citotdxico de la



CF. Los efectos adversos mas reportados son la cistitis hemorragica, la acroleina es el
agente responsable del dafio estructural de la vejiga, sin embargo se ha comprobado que
consumo de Goma Arabiga actla como agente protector contra los efectos nocivos de la
CF, mediante la recuperacion de la vejiga, reduccién de edema y reversiones de tendencias
de dafio oxidativo, observado incluso a nivel histoldgico, debido a que la Goma Arabiga es

un efectivo antioxidante, barredor de especies reactivas de oxigeno. [108]

Se ha comprobado que puede provocar oligospermia y azoospermia en ratones, la
administracion de CF induce el estrés oxidativo y es citotdxico para células normales, pero
el tratamiento previo con algunos agentes quimioprotectores como el &cido lipoico mejora
la calidad del semen y redujo el estrés oxidativo y dafio en el DNA inducido por CF,

demostrando su efecto protector. [107]

Por lo general en los estudios de genotdxicidad in vivo se utilizan sustancias mutagénicas
conocidas, dentro de las mas utilizadas se encuentra la CF, agente alquilante que forma
monoaductos y enlaces cruzados entre cadenas en consecuencia de la aparicion de rupturas
por efectos de los mecanismos reparativos, [109] utilizada con gran efectividad como
antineopléasico, pertenece al grupo cloro-etilaminas, con el desarrollo de éste agente se
logr6 mayor selectividad de la droga hacia el tejido tumoral. Considerado un agente

alquilante bifuncional, no posee especificidad por fase alguna del ciclo celular. [110]

La CF en dosis de 50 mg/kg v. ip., ha sido utilizada como control negativo en biomodelos
experimentales del SCGE, resultando uno de los mejores disefios experimentales para
inducir la formacion de rupturas de cadena simple y la formacion de sitios labiles al alcali
en el DNA en ratas Sprague Daweley aumentando considerablemente la frecuencia
espontanea en esta especie de rata, siendo Util en estudios de evaluacion de drogas que no
han sido estudiadas en el &mbito de la antigenotoxicidad y genotoxicidad in vivo. [111]

43



2.6.2 Daunorrubicina (DAUNO)

Antibiotico antitumoral citostatico, se une con gran avidez al DNA, mediante un proceso de
intercalacion, situdndose entre pares de bases de la doble cadena del DNA. Su estructura es
un ndcleo plano de antraquinona unido a un aminoglucosido. EI aminoazlicar de la
DAUNO se denomina daunosamina. Se han postulado varios mecanismos de accion para

explicar su actividad tumoral, como: [110]

Intercalacion entre las bases de DNA
Unidn covalente de metabolitos activos al DNA
Roturas de las cadenas de DNA mediadas por topoisomerasas |l

Formacion de radicales libres

o ~ W N e

Accion sobre las membranas

Las acciones biologicas que se consiguen con ello son:

1. Efecto citotoxico antitumoral, maximo en fase S mediado por la toposisomerasa Il y
radicales libres.

2. Efecto mutageno y teratdgeno, debido a la rotura del DNA producido por radicales
oxidantes.

3. Efecto cardiotoxico debido en parte a la peroxidacion de los lipidos de las
membranas de las células cardiacas y por otra parte a la accion directa de los

farmacos sobre la membrana celular.[105]

Las antraciclinas son administradas con un amplio rango de esquemas terapéuticos, la
toxicidad incluye: mielosupresion, mucositis, nauseas, vomito, diarrea y alopecia, la

extravaciacion provoca necrosis de los tejidos. Potencializan el efecto de las radiaciones
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ionizantes, incluso producen un efecto de reactivacion cuando se administran en un periodo

posterior inmediato a la radioterapia.

La toxicidad limitante es la cardiaca, manifestada como fallo cardiaco congestivo, la
frecuencia de aparicion es mas elevada al sobrepasar la dosis acumulada de 550mg/m?, en
tratamiento concomitante con CF, o radioterapia en zona mediastinica. Las formas
liposomales muestran mejor penetracion en tejido tumoral debido a su menor tamafio y
mayor tiempo de circulacién, aprobadas para el tratamiento del sarcoma de Kaposi
relacionado con SIDA y enfermedad mucocutanea o visceral.

Farmacocinética: Tiene una rapida captacion por los tejidos concentrandose especialmente
en higado, con una vida media de 25 -50 horas. La aldocetoreductasa forma daunorubicinol
y otros metabolitos inactivos pero implicados en la cardiotoxicidad. Se elimina por via
biliar en un 40% y un 15-25% por orina. La DAUNO 'y el daunorubicinol tienen un tiempo
medio de eliminacién de 18-20 y 25-30 horas respectivamente. Dosis: 45 mg/m?/dia por 3
dias en tratamientos de induccidn. Incompatible con heparina, 5-FU y Fosfato de
dexametasona. Tiene interaccidn con los barbituricos, disminuyendo su actividad, también

puede disminuir la biodisponibilidad oral de la digoxina. [106]

En un estudio reciente se logré identificar 53 variantes genéticas que mostraron una
asociacion significativa con DAUNO citotoxicidad inducida por la expresion de 61 genes.
También se encontré una correlacion significativa entre CYP1B1 expresion y DAUNO
IC50 lo que sugiere que CYP1B1 confiere resistencia a la DAUNO, de modo que tiene un

componente genético significativo. [112]
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2.6.3 Metilmetanosulfonato (MMS)

Es un agente alquilante prototipo que ataca a los grupos nucleofilicos, como los que se
encuentran en los &cido nucleicos. La metilacion de la base resultante desestabiliza el
enlace glucosidico, facilitando la produccion de las lesiones celulares biologicamente mas
relevantes de MMS, un sitio a basico en el DNA. Considerando la relevancia fisiol6gica de
los dafios de alquilacion, estudios recientes utilizando la levadura como organismo modelo
para la investigacion los efectos globales de los dafios inducidos por alquilacion MMS. El
uso del MMS nos proporciona informacion sobre la naturaleza de diversas respuestas
bioldgicas a los dafios de alquilacion como: la viabilidad, la transcripcion de genes y la

expresion de proteinas. [113]

Utilizado en el tratamiento contra el cancer que puede también actuar como un mutageno
interfiriendo y causando dafio al DNA. Sus moléculas reaccionan directamente con el
DNA, el cual no esta replicandose, ocasionando cambios quimicos en las bases lo que
provoca apareamientos incorrectos. ES una transicion si se pasa de una base purica a otra
forma de apareamiento de otra base pdrica o de una pirimidina en otra pirimidina; o una
transversion si una purina se convierte en una pirimidina. Junto con la luz ultravioleta es
uno de los agentes mutagénicos mas potentes, al igual que con el etil metano sulfonato,

dietil sulfato ,etiletanosulfonato, mostaza nitrogenada, etc.

El Etil metano sulfonato introduce un metilo en la guanina. El &cido nitroso elimina el
grupo amino de adenina y citosina, convirtiendo estas bases en hipoxantina y uracilo,
respectivamente. Hidroxilamina afiade un grupo hidroxilo al grupo amino de la citosina,
haciendo que la base sufra un cambio tautomérico. Etiletanosulfonato y mostaza
nitrogenada 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. La aflatoxina B1 es un carcindgeno poderoso que se une a la posicion N7
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de la guanina. La formacion de este producto da lugar a la rotura del enlace entre la base y

el azucar, liberandose la base y el azlcar, generando un sitio apurinico. Ver figura 10.

El MMS y CF se han utilizado como controles para evaluar el efecto quimioprtector de
algunas sustancias como 2-mercaptoeilamina (MEA) administrada v. ip. 30 min antes o 30
min después, evaluado resultados en la frecuencia de microndcleos en eritrocitos

policroméaticos (MNPCES) inducida por estos los agentes alquilantes. [114]

Se ha observado que el MMS solo tiene efectos mutagénicos débiles en el higado sin
presentar efectos en la médula dsea en el ratdbn Muta ™ y los resultados son negativos para
el raton Big Blue ®. EI MMS induce aberraciones cromosomicas en la médula 6sea de
ratones observado con la prueba de micronucleos. Otros estudios in vitro e in vivo apoyan

claramente su actividad clastogénica. [115]

Metilmetanosulfonato (MMS)

A N7-Guanina Metilada
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Figura 10. Alquilacion del DNA por MMS. Centro nucleofilico atacado por la guanina N7

(derecha) generando aductos metilados en la posicién 7 de la guanina.[7]
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2.7  Ensayo cometa (SCGE)

También llamado electroforesis en gel de células individuales (SCGE), es un ensayo rapido,
sensible y un método relativamente simple para detectar dafios en el DNA a nivel de células
individuales. Combina la simplicidad de técnicas bioquimicas para detectar roturas en la
cadena del DNA sencillas y sitios de reparacion de escision incompleta, sitios alcali-labiles

y entrecruzamiento con el enfoque se células individuales de pruebas citogenéticas[116].

Utilizado por primera vez por Ostling and Johansson in 1984, un ensayo neutral en el que
se realizaron la lisis y la electroforesis en condiciones neutras, la tincion se realiz6 con
naranja de acridina. La imagen obtenida parecia un cometa "con una cabeza, compuesto de
DNA intacto y una cola, que consiste en piezas dafiadas o rotas de DNA de ahi el nombre
"Comet assay". [41]

Ventajas

e Recoleccion de datos a nivel de la célula individual, para realizar analisis estadisticos
significativos

e La necesidad de un pequefio numero de células por muestra (<10.000 )

e Sensibilidad para detectar dafios en el DNA

e Uso de cualquier poblacion de la célula eucariota in vitro o in vivo [117]

Se ha utilizado para determinar el dafio oxidativo del DNA implicado en varias condiciones
de salud, para demostrar los efectos protectores de los diferentes factores de la dieta en los

estudios de quimioproteccion. [118]
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Se basa en la capacidad de los bucles de carga negativa / fragmentos de DNA que se
elaborara a través de un gel de agarosa en respuesta a un campo eléctrico. El alcance de la
migracion del DNA depende directamente del presente dafio en el DNA en las células. Las
lesiones del DNA consiste en cortes en las cadenas después del tratamiento con alcali ya
sea solas 0 en combinacion con ciertas enzimas (endonucleasas) que aumenta la migracion
del DNA. [119]

Al observarlo con el microscopio de fluorescencia, las porciones del DNA que migran fuera
de la célula, en direccion al &nodo, aparecen como un " cometa ", el tamafio, forma y

distribucion del DNA en el cometa se correlaciona con el grado de dafio en el DNA. [120]

El mas versatil es la version alcalina in vivo (pH>13), desarrollado por Singh y sus
colaboradores (1988). Detecta un amplio espectro del dafio al DNA (medir los niveles bajos
de rupturas de cadenas con alta sensibilidad), se puede aplicar en una gran variedad de

tejidos de roedores, tras la administracion de agentes de prueba.[121]

Consiste en embeber las células en agarosa de bajo punto de fusion para formar un
microgel, someterlas a lisis para eliminar todas las proteinas celulares y permitir el
posterior desenrollamiento [122] por la interrupcion de los enlaces por puentes de

hidrogeno entre las dobles cadenas del DNA bajo condiciones alcalina/neutras. [119, 123]

Al someter al DNA desenrollado a una electroforesis en tampon alcalino, los fragmentos de
DNA cargados negativamente o cromatina relajada migran fuera del nicleo en direccion al
anodo para formar un halo, aprecidndose una estructura parecida a la de un cometa al tefir
el DNA después de la electroforesis. Las células con un aumento de su DNA dafado
muestran un incremento de la migracion microsomal del DNA siendo las rupturas de doble

cadena las causantes de mayor frecuencia de migracion del material genético. [124], [125]
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En los ultimos afios se han publicados varios analisis que resaltan el uso y aplicacion de
estos procedimientos, sus ventajas y limitaciones en genotoxicologia, ecotoxicoldgia y
estudios de biomonitoreo. [122] También ha sido aplicado con éxito en células de las

plantas en condiciones de laboratorio. [126]

Se llevo a cabo un estudio para determinar si el SCGE era un complemento util para el
analisis in vivo, en el que se determind que el uso de MN/SCGE es una prueba prometedora
para proporcionar mas evaluaciones completas del potencial genotdxicos. ElI Programa
Nacional de Toxicologia esta utilizando este protocolo combinado para la evaluacion global

de la genotoxicidad de sustancias relevantes para el uso en la Salud Publica. [42]

En otro estudio in vivo sobre los efectos genotdxicos del herbicida (Roundup ®), evaluado
en peces de agua dulce (Carassius auratus) expuestos a tres dosis de la formulacion de
glifosato (5, 10 y 15 ppm), utilizando como control positivo a la CF a una dosis Unica de 5
mg/l. Se analizaron los micro ndcleos en eritrocitos periféricos, y el SCGE para detectar
anormalidades nucleares y de DNA, los resultados mostraron un aumento significativo
dependiente de la dosis frecuencia en micro nucleos y se detectaron anormalidades
nucleares y saltos en la cadena de DNA, también confirmaron que la prueba de SCGE en la
version alcalina junto con la prueba de MN son herramientas Utiles para determinar la

genotoxicidad potencial de los diferentes productos comerciales. [127]
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11 JUSTIFICACION

Se ha observado un incremento en la incidencia de enfermedades cronico degenerativas
provocadas por alteraciones genéticas como el cancer, el cual de afio 2004 a 2007 el
comportamiento de los tumores ha presentado patrones estables para los tumores de
estdmago, higado, pancreas y eséfago y otros han tendido a disminuir, como los tumores de
ovario, trdquea, bronquios y pulmén y cuello del utero.[128] De acuerdo con
investigaciones realizadas en otras especies pertenecientes al género Jatropha, se ha
logrado demostrar su efecto antitumoral o anti cancerigeno, lo que nos hace suponer que la

J. dioica, pudiera poseer un efecto quimioprotector sobre el DNA.

Las enfermedades Cronico degenerativas implican un mayor gasto para las familias [129]
lo que ha hecho recurrir a tratamientos de MT. En México se ha reportado el uso de la DJD,
para el tratamiento de afecciones bucales, lesiones en piel, paradontosis, cancer cervico-
uterino y Leucemia. Es una planta de amplia distribucién en el pais, y sin embargo, no hay
evidencia cientifica que sustente el efecto quimioprotector si es que lo tuviera, es
importante determinarlo pues podria ser una fuente accesible para el tratamiento de

enfermedades cronico degenerativas relacionadas con el dafio al material genético.

Con la finalidad de detectar el efecto quimioprotector de la decoccién de la J. dioica, se
utilizaran tres sustancias quimicas genotoxicas, con farmacodinamia bien establecida: CF,
agente alquilante el cual requiere activacion por enzimas microsomales hepaéticas, la
DAUNO antibiético de las antraciclinas con actividad antitumoral mediado por la
toposisomerasa Il e inductor de los radicales libres y el MMS, agente alquilante directo
cuyos efectos citotoxicos se deben a la transferencia del grupo alquilo en la posicion N-7 de

la guanina y de N-3 de la adenina.
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IV HIPOTESIS

Si los compuestos quimicos presentes en la decoccion de la raiz de J. dioica tienen
potencial quimioprotector, entonces seran capaces de inhibir el dafio genotdxico al DNA
inducido por CF, DAUNO o MMS.

\% OBJETIVOS

5.1  Obijetivo General

Evaluar el efecto quimioprotector de la decoccion de la raiz de la Jatropha dioica, sobre la
genotoxicidad inducida por tres mutagenos, mediante el SCGE en ratones albinos suizos

cepa ICR.

5.2  Obijetivos Especificos

1. Evaluar la capacidad quimioprotectora de la DJD como inhibidor del efecto
genotdxico de la CF agente alquilante indirecto.

2. Evaluar la capacidad quimioprotectora de la DJD como inhibidor del estrés
oxidativo mediante la induccion de dafio genotoxico con DAUNO.

3. Evaluar la capacidad quimioprotectora de la DJD como inhibidor de la
alquilacion directa del DNA inducida con MMS.

4. Determinar si el efecto quimioprotector de la DJD es dosis dependiente.
Establecer la cinética del dafio y reparacion mediante la evaluacion de la
integridad del DNA con la prueba del EC.

6. Determinar contra que agente genotdxico se obtuvo mayor efecto

quimioprotector.
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VI MATERIAL Y METODO

6.1 Sustancias quimicas

6.1.1 Ciclofosfamida (Cryofaxol Mr).

Solucién inyectable, Cada frasco ampula con liofilizado contiene: CF monohidratada
equivalente a 200 mg y 500 mg de CF. Se utiliz6 como control positivo y agente inductor

de dafio en las pruebas relacionadas con los posibles efectos protectores.

6.1.2 Daunorrubicina (Rubilem®)

Liofilizado para solucién inyectable (Clorhidrato de Daunorubicina, equivalente a 20mg de
DAUNO). La DAUNO es secuestrada por los lisosomas de acuerdo con un mecanismo de

separacion en el tipo de pH. Es un fuerte inhibidor de la sintesis de DNA y RNA.

6.1.3 Metilmetanosulfonato (129925) Aldrich 99%. No. Cas: 66-27-3.

Agente alquilante directo, principal aductor de DNA, afiade grupos metilo en el DNA en 7-

guanina preferentemente, pero también en 3-adenina y 3-guanina.
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6.2 Animales

Se utilizaron ratones albinos suizos cepa ICR (Mus musculus) adultos (mayores de 8
semanas de edad) con un peso aproximado de 25 a 30 g al comienzo de los experimentos,
se utilizaron para la prueba del SCGE. Se obtuvieron del Bioterio del Instituto de Ciencias
de la Salud (ICSa) de la Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo (UAEH), México.
Se mantuvieron en jaulas de polipropileno, siguiendo las recomendaciones estandar para el
cuidado de los animales establecidos en la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999,
Especificaciones técnicas para la produccién, cuidado y uso de los animales de laboratorio,
como: 12 horas de luz y 12 horas de obscuridad, alimentacidn estandar para ratén y agua ad
libitum y temperatura controlada de 22°C + 2°C. Los ratones se dividieron de manera

aleatoria en lotes de 6 para cada tratamiento. Ver figura 11.

, AEH
Condiciones
estdndar

Figura 11. Manejo de ratones albinos suizos cepa ICR.
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6.3 Material vegetal y preparacion de la decoccion

De la planta de Jatropha dioica se recolectaron las partes subterraneas durante el mes de
Noviembre del 2010, asi como una muestra de la misma con hojas y flores para su
identificacion durante el mes de Marzo del 2011, en la Colonia de Huitel, Mpio. de
Tezontepec de Aldama, Hidalgo, México y, a una altitud de 1980 m. (Figura 12). La
muestra fue autentificada por el M.C. Manuel Gonzélez Ledesma, Profesor Investigador
Titular A del Centro de Investigaciones Bioldgicas de la UAEH. Un ejemplar de la
muestra se deposito en el herbario del Departamento de Ciencias Bioldgicas de la UAEH de

Pachuca de Soto, Hgo.
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Figura 12. Area de recoleccion de la Jatropha dioica. Coordenadas +20° 10' 23.51", -99° 16' 40.35"[4]




Para la preparacion de la decoccion, se utilizé solamente la parte subterranea de la planta;
la raiz fue secada bajo sombra a temperatura ambiente, por aproximadamente 20 dias.
Posteriormente se trituro con un Molino para café y especias, Epices GX4100 semi-
profesional con chuchillas de acero inoxidable y funcion pulso marca Krups para obtener
fragmentos mas pequefios. La decoccién se prepar6 de acuerdo a las cantidades
recomendadas en la MT, mediante el cocimiento de 1 g de la raiz seca triturada
(equivalente a una pizca de raiz), sumergiéndola en 250 ml de agua purificada hirviendo y
se dejo cocer por 15 minutos, con la finalidad de extraer sus principios activos. [130] Se
filtr6 en una coladera pléstica y posteriormente se almacen6 en un frasco de vidrio inocuo

con tapa, para su posterior administracion como agua de uso. [15, 131]

6.4 Disefio experimental

Para evaluar el efecto quimioprotector de la decoccion de la raiz de la J. dioica (DJD) se
utilizaron tres dosis diferentes: 14.88mg de plata/kg, para la dosis de decoccion baja
(DDB), 42.84mg de plata/kg, para la dosis de decoccion media (DDM) y 85.68mg de
plata/kg, para la dosis de decoccion alta (DDA), administrados v. 0. con una céanula
intragastrica. Estas dosis se basan en lo equivalente al consumo de 250 ml (1 Taza), 750 ml
y 1.5 litros de té, en relacién al consumo de agua recomendado para una persona adulta de
aproximadamente 70Kg.[131] Los agentes genotoxicos se administraron v. ip., posterior a
la administracion de la decoccion, en las siguientes dosis: Ciclofosfamida 50mg/Kg,

Daunorrubicina 10mg/Kg y Metilmetanosulfonato 40mg/Kg.

Los ratones se pesaron, marcaron Yy distribuyeron en lotes de 6 aleatoriamente. Para cada
agente genotoxico se utilizaron: 1 Grupo testigo negativo, al que se le administrd agua
purificada v. 0., 2 Grupos control positivos, al 12 se le administré el mutageno y al 22 se le
administr6 la DJD a dosis maxima 21.42 ml/Kg v. 0. y tres grupos de experimentacion a lo

que se les administro el agente mutagenico y la DJD en sus tres diferentes dosis ver tabla 2.
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Tabla 2. Distribucion de grupos de experimentacion.

e Grupo
rupo
.p Grupo tratamiento 1
Uksitier Control 2
e Mutageno M”Siego +
50mg/Kg V. | 50mg/Kg V. | 50mg/Kg V.
CF i. p. . p. . p.
21.42ml/Kg | 85.68mg/Kg 50mg/Kg
V. o. V.o. + + +
V.i.p 14.88mg/Kg | 42.84mg/Kg | 85.68mg/Kg
V.o. V.o. V.o.
10mg/Kg V. | 10mg/Kg V. | 10mg/Kg V.
DAUNO i. p. i. p. i. p.
21.42ml/Kg | 85.68mg/Kg 10mg/Kg
V. o. V.o. + + +
V.i.p 14.88mg/Kg | 42.84mg/Kg | 85.68mg/Kg
V.o. V.o. V.o.
40mg/Kg V. | 40mg/KgV. | 40mg/Kg V.
MMS i. p. . p. . p.
21.42ml/Kg | 85.68mg/Kg 40mg/Kg
V. o. V.o. + + +
V.i.p. 14.88mg/Kg | 42.84mg/Kg | 85.68mg/Kg
V.o. V.o. V.o.

CF: Ciclofosfamida, DAUNO: Daunorrubicina, MMS: Metilmetanosulfonato, DDB:

Decoccion dosis baja, DDM: Decoccién dosis media y DDA: Decoccion dosis alta



6.5 Ensayo cometa (SCGE)
6.5.1 Reactivos

PBS (libre de Ca™, Mg™™)
Solucién Lisis (1000 ml)
Buffer de Electroforesis (300mM NaOH/1mM EDTA)

Neutralizacion del Buffer

M w0 D e

6.5.2 Preparacion para las muestras de una célula en gel
Procedimiento

1. Se prepararon 0.5% LMPA (250 mg/50ml) y 1.0% NMA (500mg/50ml) en PBS. Se
colocaron en microondas cerca del punto de ebullicion y se disolvid la agarosa. Para LMPA
se prepararon alicuotas de 5ml de las muestra en tubos de ensayo y se refrigeraron hasta su
uso. Cuando fue necesario se derritieron la agarosa en bafio maria (37°C), se enfriaron y

estabilizo la temperatura.

2. Alas 3, 9, 15 y 21 horas de la administracion de los compuestos, se sacrificaron los
ratones por dislocacion cervical y se disectd una porcion del higado, rifidn y médula 6sea, a
los dos primeros se les retiro la tinica albuginea y se maceré el tejido con un poco de
solucion de PBS, dejando reposar la suspension celular en hielo, después se removié y

mezclaron 10p L de la suspension de células por cada 75uLL de LMPA.

3. Para la médula dsea: se extrajo un fémur, se limpid de tejido muscular y se cortaron
ambas epifisis para descubrir los canales del hueso; se arrastrd la médula con 0.5 ml de

PBS recibiéndola en un tubo Eppendorf; se conservé la muestra reposando en hielo.

4. Mientras la agarosa NMA esta caliente, se sumergieron las laminillas hasta la mitad
del area del esmerilado y se retiraron con cuidado, se limpié la parte inferior del

portaobjeto para retirar la agarosa y se colocaron en una bandeja en una superficie plana,
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para secarlas con calor seco en una estufa, hasta que se necesitaron; se evito la humedad y

se prepararon un dia antes de su uso.

5. En la laminilla revestida se afiadieron 75uL. de LMPA mezclada con 10uL de
células. Se colocaron en una bandeja de descanso con bolsas de hielo hasta que gelifico la
capa de agarosa (3-5 min). El uso de 10.000 células en un area de 24x50mm. Los resultados

que en una celda por campo microscopico a 200-250 x aumento.

6. Se deslizé cuidadosamente el cubreobjetos y se afiadié un tercio de capa de agarosa
(75uL de LMPA) a la muestra, se Volvio a colocar el cubreobjetos y se regresoé a la bandeja

con hielo hasta que gelifico (3-5 min).

7. Se desliz6 lentamente el cubreobjetos y se coloco en la solucion de lisis recién
hecha. Se protegié de la luz y refrigero por lo menos 1 hora (las muestras se pueden
conservar hasta 4 semanas en refrigeracion sin solucion de lisis porque afecta los

resultados)

8. Después de al menos 1 hora a 4°C, se retir6 suavemente el portaobjetos de la
solucion de lisis, los microgeles tratados con la solucién de lisis se introdujeron en la

camara de electroforesis, cuidando que no quedaran espacios entre ellos.

9. Posteriormente se llenaron los depdsitos de amortiguamiento con la solucion de

Buffer de electroforesis (pH>13), recién hecha hasta cubrir las laminillas.

10.  Las laminillas se dejaron reposar en este regulador de dafios en alcali-labiles por 30

minutos.

Nota: Entre mas larga sea la exposicion al alcali, mayor es la expresion de los dafios en

sitios alcali-labiles.
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11.  Se encendi6 la fuente de poder ajustandola a 300 mA y 22-23 voltios para realizar

el corrimiento electroforético por 20 minutos.

12.  Se apag0 la fuente de poder para levantar suavemente las laminillas de la
amortiguacion y se colocaron en una cubeta de cristal, se cubrieron por goteo con la
solucion de neutralizacion, dejandola actuar por 5 minutos, repitiendo el proceso dos veces

mas.

13.  Las laminillas se deshidrataron en metanol absoluto por 5 min, se secaron al aire y

se almacenaron en un lugar seco para su posterior analisis.
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Preparacion de reactivos Preparacion DJD Manejo de ratones

Administracion de mutégeno y Eutanacia Di§ecciép de: higado, rifibn y
DJD *3,9,15y 21 hrs médula 6sea

Preparacién de muestras en Lisis Corrimiento electroforetico
agarosa «4°C > 4 hrs «300 mA, 23V

Neutralizacion (pH 7) y Tincion Anélisis microscopico

deshidratacion «Bromuro de etidio

Figura 13 Diagrama de metodologia del Ensayo cometa.



6.5.3 Evaluacién del dafio del DNA

Procedimiento

1. Las laminillas se tifieron con 50 pl de bromuro de etidio (Sigma) (0.02 mg/mL)
expandiendo el colorante.

2. Para visualizar el dafio en el DNA, se hicieron las observaciones con la ayuda de un
Microscopio de epifluorescencia Axioimager (Zeiss Alemania) con el objetivo
calibrado para todas las lecturas de 20x/0.65 seco, filtro de excitacion 515-560 nm y
filtro barrera de 590 nm. La imagen para cada célula fue capturada empleando el
programa COMET 2.0. Se evaluaron 100 ceélulas por raton, por 6rgano a las que se les

evalué:

1.1 indice de dafio (ID): es el grado de dafio que presenten los nlcleos, asignandoles

valores del 0 al 4 de acuerdo a los criterios de la escala visual de la figura 14.

Con los datos obtenidos se calcularan los porcentajes obtenidos de la clasificacion de

grado de dafio de acuerdo a la siguiente férmula:

I.D.=# de nucleos grado 0(0)# de ndcleos grado 1(1)+ # de nlcleos grado 2(2)+ # de
nucleos grado3 (3)+ # de nacleos grado 4(4)

62



Figura 14. Clasificacion de la morfologia de los

nucleos en el ensayo del cometa.[1, 2]

A. Grado 0 B. Grado 1
C. Grado 2 D. Grado 3
E. Grado 4

Microsoft Office Excel 2007.

1.2 Momento de la cola
(TM): Definido como el porcentaje
de DNA en la cola multiplicado por
la longitud entre el centro de la
cabeza y la cola, medido en

unidades arbitrarias.

1.3 Longitud de la cola
(TL): Longitud de migraciéon del
DNA, determinado por el analizador
de imagenes medido en

micrometros (um).

6.6 Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realiz6 para
el ID, la prueba no paramétrica de
Wilcoxon; para TM y TL la prueba
paramétrica de ANOVA y t de
Student con correccion de Welch,
Se estableci6 un intervalo de
confianza (IC) del 95% y valor de P
< 0.05, para definir y vincular la
matriz nuclear. Para todos los
andlisis se utiliz6 el software
estadistico GraphPad InStat VV 3.1y
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VIl. RESULTADOS

7.1 Obtencion de la raiz de la Jatropha dioica

En base a la informacion recabada bibliograficamente y en entrevistas, durante el periodo
de Abril a Junio del 2010 se recorrieron algunas zonas del Valle del Mezquital en busca de
la especie Jatropha dioica, encontrandose una gran poblacion de la misma en el Municipio
de Tezontepec de Aldama, bajo las coordenadas +20° 10" 23.51"N, longitud -99° 16'
40.35"0, altitud 6087m, donde se procedié a su identificacion en primera instancia con
ayuda de los pobladores del mismo lugar, se recolectd, un ejemplar el cual se envio al
herbario del Centro de Investigaciones Bioldgicas (CIB) de la Universidad Autonoma del
Estado de Hidalgo (UAEH), donde el M. en C. Manuel Ledesma Gonzalez confirmé la

especie.

Posteriormente se llevo a cabo una segunda recoleccion durante el mes de Noviembre del
2010, a partir de las 12:00 pm a las 4:00 pm, el material vegetal recolectado se puso a secar
bajo sombra, se cort6 la parte area, se trituro con molino para especias con cuchillas de
acero inoxidable, se estandarizo el peso para la preparacion de la decoccién (1g raiz/250ml
Agua purificada) y se almaceno en un lugar seco y obscuro, para su posterior utilizacion.
Los criterios para la seleccién de las dosis se basa en los valores de la DLsg
encontrados.[131] Figura 15.

B
Recoleccion en Limpieza y Trituracion Peso(1g)y Decoccion
Huitel, Mpio. De desecacion a almaceno (15 min)
Tezontepec de temperatura
Aldama, Hgo. ambiente

Figura 15. Diagrama de obtencién y preparacion del material vegetal.
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7.2 Ensayo cometa (SCGE)
7.2.1 Efecto de la DJD mediante la induccién de dafio con CF

7.2.1.1 Higado

Grafica 1. Momento de la cola de células del higado tratadas con CF.

9 hrs 15hrs

Horarlos de administracién

23.65

UA

522 5.0 4.86

21 hrs

®Agua ®Decoccion WCF =»D.D.B. =sD.D .M. =D D.A

Grafica 2. Longitud de la cola de células del higado tratadas con CF.

70 +

50 ¢

30 ¢

Horarios de administracion
®mAgua ®WDecoccion WCF =D.D.B. ="D.D. M. =D D A

*y 1 Diferencia significativa con el testigo negativo y con el control positivo respectivamente, de acuerdo a la Prueba t de Student, correspondiente a la p <0.05



Tabla 3. Indice de daiio de células del higado tratadas con CF.
- ] 1 2 3 4 .
Clasificacion Indice de
_ Sin dano Dano bajo Dano medio Dano alto Dano total N

de dano Dano

42% 44% 11% 3% 0%

70.00 = 10.03

46% 31% 8% 6% 8% 9200 =+ 1808 1
CF 5% 4% 19% 34% 37% 31520 + 3036 *
DDB 4% 12% 42% 32% 10% 24480 = 17.87
DDM 0% 3% 50% 30% 17% 267.00 =+ 2590 *
DDA 14% 43% 23% 13%6 7% 148.80 = 29.57
Agua 21% 29% 19%% 25% 6% 153.20 =17.86
Decoccion 31% 37% 9% 21% 2% 122.40 =+ 11.37
CF 31% 37% 15% 14%% 4% 113.20 = 16.64
DDB 22% 46% 12% 20% 0% 12900 = 14 .34
DDM 31% 37% 19% 9% 4% 99 40 =+ 2965
DDA 35% 34% 12% 16% 3% 112.40 =+ 17.75
Agua 10% 53% 18% 17% 3% 128.20 £+ 1893
Decoccion 17% 47% 21% 11% 3% 116.00 = 16.16
é CF 9% 34% 23% 27% 6% 182.00 =+ 29.22
z DDB 12% 30% 26% 15%% 18% 182.00 +23.79
DDM 13% 26% 35% 16% 11% 171.20 + 19.40
DDA 21% 28% 19% 25% 6% 163.20 =+ 34.25
Agua 20% 24% 33% 20% 4% 170.20 = 33.71
Decocciéon 17% 23% 36% 15% 9% 178.40 = 28.86
CF 18% 23% 30% 26% 3% 172.40 = 18.36
DDB 28% 25% 11% 22% 14% 178.00 +3.52
DDM 15% 17% 27% 29% 12% 19520 £ 4186
DDA 19% 11% 22% 36% 12% 210.00= 56.64

*y 1 Diferencia significativa con el testigo negativo y con el control positivo respectivamente, de acuerdo a la Prueba de comparaciéon mdaltiple de Kruskal-Wallis,

correspondiente a lap < 0.05

Los resultados obtenidos muestran el efecto genotoxico esperado inducido con CF en
células del higado, a partir de las 3 horas de su administracion, mostrando valores de 23.65
u.a para TM, de 64.39 um para TL y el 71% con grado de dafio alto y total de acuerdo al
ID, valores estadisticamente significativos comparados con el testigo negativo. Se
evidencio el efecto quimioprotector de la DJD, al reducir el dafio genotoxico, con las tres
dosis, siendo mayor el efecto con la DDA, de acuerdo al TM (2.71 u.a.), TL (16.47um) e
ID (43% nucleoides con grado de dafio bajo), a partir de las 3 horas de administracion. A
las 15 horas se observa un incremento en las rupturas al material genético sin diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos, el cual disminuye a las 21 horas,

observando valores cercanos al testigo negativo.
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7.2.1.2 Rifion

Grafica 3. Momento de la cola de células de riinon tratadas con CF.
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Graifica 4. Longitud de la cola de células de riiiéon tratadas con CF.
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*y 1 Diferencia significativa con el testigo negativo y con el control positivo respectivamente, de acuerdo a la Prueba t de Student, correspondiente a la p <0.05




0
Clasificacion

de dano

Agua
Decoccion
CF
DDB
DDM
DDA
Agua
Decoccion
CE
DDB
DDM
DDA
Agua
Decoccion
CE
DDB
DDM
DDA
Agua
Decoccion
GE
DDB
DDM

DDA

21 Horas

53%
42%
0%

18%
26%
7%
4%
2%
23%
30%
26%
24%
16%
20%
41%
10%
38%
19%
12%
19%
10%
26%
11%
16%
12%

18%

10%

7%
26%

9%
11%
13%
24%
15%
42%
19%
18%
12%

5%
16%
17%
12%
19%
34%
21%
19%
27%
19%

11%

5%
16%
49%
49%
64%
20%
41%
29%
43%
34%
42%
19%
65%
44%
47%
53%
44%
38%
19%
35%
40%
22%
48%
54%

Tabla 4. Indice de dafio de células de rifién tratadas con CF.

Sin dano Dano bajo Dafiomedio Dano alto Dano total

am O O3 58 Gl 3

15%
6%

37%

Indice de
Dano

v SEM

112.00 +28.33

107.20 +35.39 ¢
oS
326.00+14.20

291.60+20.87
311.00+7.58
274.40+49.96
203.60+30.17
182.40+£19.27
209.20+22.89
201.20+15.19
199.60+27.81
143.20+29.57
260.40+21.42
194.00+33.69
233.80+34.02
256.60+18.51
252.20+39.05
255.60+15.60
164.00+24.80
257.20i16.94*
238.40+37.58
238.00+25.05
238.40+27.43
260.80+10.76

*y { Diferencia significativa con el testigo negativo y con el control positivo respectivamente, de acuerdo a la Prueba de comparacion mdltiple de

correspondiente a la p < 0.05

De acuerdo con los resultados obtenidos, no se observo efecto quimioprotector con ninguna
dosis de la DJD, al contrario, se registré un incremento de dafio al DNA en el grupo tratado
con la DDM, de acuerdo con el TM a las 3 horas de la administraciéon registrando una
media de 41.89 u.a. y el 88% de los nucleoides con grado de dafio alto y total. Resultados
semejantes al control positivo. A las 21 horas se evidencio un incremento en las rupturas
del DNA, en el grupo tratado con la DJD, registrando una media de 37.27 u.a. para TM,

74.23 um para TL y el 61% de los nucleoides con grado de dafio alto y total de acuerdo al

ID.

Kruskal-Wallis,
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7.2.3Médula 6sea

Grifica 5. Momento de la cola de células de Médula 6sea tratadas con CF.
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Grafica 6. Longitud de la cola de células de Médula 6sea tratadas con CF.
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*y 1 Diferencia significativa con el testigo negativo y con el control positivo respectivamente, de acuerdo a la Prueba t de Student, correspondiente a la p <0.05




Tabla 5. Indice de dafio de células de Médula ésea tratadas con CF.

2. 3 4 =

Clasificacion Indice de

Sin dano Dano bajo Dano medio Daino alto Dano total e
afno

de dano

Agua 45% 35% 10% 6% 4% 85.60 +11.526
Decoccién 52% 37% 3% 3% 5% 51.60 +11.617
CF 0% 12% 34% 42% 12% 55420 +16.327 ~
DDB 0% 20% 57% 20% 3% 208.20 +16.16
DDM 12% 26% 34% 22% 6% 180.00 +36.359
DDA 22% 29% 29% 17% 3% 158.00 +32.119
Agua 0% 0% 0% 0% 0% 68.80 +7.414
Decoccién 45% 38% 7% 10% 0% 70.80 +7.455
CF 41% 36% 6% 14% 3% 08.80 22491
DDB 53% 33% 9% 5% 0% 5280 +1.5F
DDM 52% 42% 3% 3% 0% 55.60 +6.21
DDA 49% 38% 7% 6% 0% 54.00 +4.69
Agua 62% 36% 2% 0% 0% 37.20 +5.535
Decoccién 41% 38% 6% 12% 2% 86.80 +8.974
CF 31% 28% 10% 24% 8%  143.00 +20926 *
DDB 34% 31% 10% 20% 5% 113.20 +21.565
DDM 36% 27% 11% 17% 9% 132.00 +10.206
DDA 43% 24% 13% 17% 2% 111.00 +9.803
Agua 34% 30% 15% 11% 10% 100.00 +28.114
Decoccién 21% 21% 20% 25% 12% 179.20 +33.756
CF 42% 23% 11% 19% 4% 108.00 +29.079
DDB 29% 22% 14% 16% 19% 150.80 +36.762
DDM 22% 25% 12% 28% 12% 181.60 +20.074
DDA 40% 25% 9% 22% 4% 116.80 +17.281

*y 1 Diferencia significativa con el testigo negativo y con el control positivo respectivamente, de acuerdo a la Prueba de comparacion multiple de Kruskal-Wallis,

correspondiente a la p < 0.05
Los resultados mostraron que las tres dosis de la DJD tienen efecto quimioprotector en
células de Médula 0Osea, a las 3 y 9 horas posterior a su administracién, de acuerdo con el
TM, en el que se obtuvieron valores < 5.14 y < 0.70 u.a. en los horarios antes mencionados,
con respecto a la TL de los cometas se obtuvieron valores <5.51um a las 9 horas y de
acuerdo al 1D, el efecto fue més evidente con la DDB donde el 53% de los nucleoides se
observaron sin dafio a las 9 horas. ElI mayor dafio genotoxico se observo con la CF a las 15
horas posterior a su administracion y a las 21 horas el grado de dafio disminuye, donde la
DDA exhibié valores similares al testigo negativo, sin embargo no son estadisticamente

significativas.
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7.2.2 Efecto de la decoccidén mediante la induccidn de dafo con DAUNO

7.2.2.1 Higado

Grifica 7. Momento de la cola de células de higado tratadas con DAUNO
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Grifica 8. Longitud de la cola de células de higado tratadas con DAUNO
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*y 1 Diferencia significativa con el testigo negativo y con el control positivo respectivamente, i con alguna de las dosis de la DJD de acuerdo a la Prueba t de

Student, correspondiente a la p <0.05
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Tabla 6. Indice de dafio de células de higado tratadas con DAUNO.

0 1 2 3 4 .
Clasificacion Indice de
Sin dafio Dano bajo Dano medio Darno alto Dano total
de dano Dano
~ Qe e Ee Ee [ TR
Agua 34% 34% 17% 9% 6% 105.60 =+17.74
Decoccion 16% 31% 8% 6% 8% 92.00 *+19.387T *
DAUNO 7% 12% 14% 20% 47% 294.00 =+£18.92 *
DDB 3% 14% 17% 51% 15% 267.80 +£25.61 *
DDM 11% 21% 21% 36% 11% 209.20 =+27.02
DDA 11% 24% 30% 30% 6% 197.60 +£25.69
Agua 22% 40% 28% 5% 5% 126.00 +12.17
Decoccion 31% 379 99, 21% 204 122.40 =+6.11
DAUNO 59 31% 29%, 30% 504 194.00 =+26.28
DDB 11% 34% 35% 16% 4% 168.00 +21.29
DDM 5% 23% 42% 24% 6% 197.60 =+16.86
DDA 8% 34% 43% 12% 3% 164.80 =+19.15
Agua 14% 50% 17% 17% 3% 140.00 +21.04
Jj Decoccidn 17% 47% 21% 11% 3% 116.00 =+8.93 *
E DAUNO 20% 43% 19% 13% 4% 133.60 =+6.79
E DDB 7% 25% 37% 25% 6% 193.20 =+21.96
DDM 17% 54% 17% 11% 2% 123.60 =14.62
DDA 19% 54% 19% 7% 2% 116.40 =+4.49 %
Agua 19% 41% 30% 9% 2% 130.40 =+13.11
Decoccion 17% 2394 36% 15% 9% 178.40 =+20.66
DAUNO 8% 25% 40% 24% 4% 181.60 =£21.35
DDB 8% 43% 27% 19% 2% 163.80 =15.52
DDM 13% 39% 33% 12% 2% 143.20 +22.90
DDA 20% 68% 9% 3% 0% 91.60 +8.77 I

*y 1 Diferencia significativa con el testigo negativo y con el control positivo respectivamente, { con alguna de las dosis de la DJD, de acuerdo a la Prueba de comparacion

multiple de  Kruskal-Wallis, correspondiente a la p < 0.05

De acuerdo con los resultados obtenidos, se evidencid que la DJD tiene efecto
quimioprotector en células del higado, al disminuir el grado de dafio inducido con la
DAUNO, el efecto se observé a partir de las 3 horas de su administracion de acuerdo con el
TM (9.98 u.a.) y la TL (37.58 um). En los horarios posteriores se observo la reduccion en
los tres pardmetros evaluados, TM, TL e ID, en todos los grupos de experimentacion,
evidenciando nuevamente el efecto quimioprotector de la DJD a las 15 y 21 horas de
acuerdo al TM, el cual mostro valores < 1.95, TL con valores <13.58 e ID con porcentajes

de nucleoides de > 54% con grado de dafio bajo con la DDA.
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7.2.2 Rifion

Grifica 9. Momento de la cola de células de rifion tratadas con DAUNO
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Grafica 10. Longitud de la cola de células de riiién tratadas con DAUNO

160 *
135.54

3h 9h 15h 21h

{ HMAgua BDecoccion EDauno O DDB EDDM = DDA‘

*y 1 Diferencia significativa con el testigo negativo y con el control positivo respectivamente, { con alguna de las dosis de la DJD y ¥ con la DJD, de acuerdo a la

Prueba t de Student, correspondiente a la p <0.05
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Tabla 7. Indice de dafio de células de rifién tratadas con DAUNO.

0 1 2 3 4 .
Clasificacion Indice de
Sin dafio Dano bajo Daifo medio Dano alto Dario total
de dano Dano
> foleNe B*
Agua 44% 25% 16% 10% 5% 104.80 = 20.34
Decoccidén 42% 26% 10% 16% 6% 107.20 = 33497%%
DAUNO 13% 11% 14% 16% 46% 28440 = 1820 *
DDB 3% 1% 15% 70% 7% 279.80 = 428
DDM 6% 15% 13% 40% 26% 267.20 =+ 11.98 *
DDA 14% 12% 9% 25% 39% 262.80 £ 36.59
Agua 12% 22% 33% 23% 9% 186.40 = 13.41
Decoccion 15% 26% 24% 29% 6% 18240 =+ 11.437%
DAUNO 6% 17% 7% 48% 229 276.40 =+ 17.42 *
DDB 204 59 18% 56% 19% 281.60 =+ 16.86
DDM 39 8% 18% 40% 31% 28320 <+ 16.50
DDA 2% 8% 10% 62% 18% 276.20 = 20.31
Agua 21% 51% 18% 10% 0% 121.60 = 17.82
Decoccion 10% 38% 59 44% 4% 194.00 =+ 32091
DAUNO 5% 2204 31% 36% 504 20960 =+ 1243
DDB 8% 11% 28% 47% 6% 22960 = 1998 *
DDM 5% 22% 36% 32% 5% 203.80 = 20.71
DDA 704 2304 2904 3304 704 209.60 =+ 25.80
Agua 9% 37% 41% 12% 2% 158.40 =+ 7.11
Decoccion 8% 11% 21% 35% 26% 25720 = 20.00 *
DAUNO 9% 15% 20% 51% 59 226.40 == 19.83
DDB 9% 22% 28% 38% 3% 212.00 = 17.10
DDM 13% 11% 23% 35% 17% 204.00 = 17.50
DDA 6% 31% 35% 229 6% 180.40 = 19.82

*y 1 Diferencia significativa con el testigo negativo y con el control positivo respectivamente, i con alguna de las dosis de la DJD y ¥ con la DJD, de acuerdo a la

Prueba de comparacion mdaltiple de  Kruskal-Wallis, correspondiente a la p < 0.05

La DJD tiene efecto quimioprotector en células del rifién desde las 3 horas posteriores a su
administracion con la DDA de acuerdo a los valores obtenidos para el TM (24.43 u.a) y la
TL (51.83um). A las 9 horas el efecto genotoxico inducido por la DAUNO alcanza el
mayor grado de dafio y el efecto quimioprotector es evidente con las tres dosis de la DJD
de acuerdo al TM, en el que se observaron valores < 33.35 u.a y <68.48um para TL. A las
15 horas disminuyen los valores para TM y TL, sin diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos. A las 21 horas el consumo de la DJD presento mayor indice
de rupturas de acuerdo al TM, TL e ID en los que se obtuvieron los siguientes resultados,
38.69 u.a., 79.07um y 61% de nucleoides con grado de dafio alto y total. La DDB y DDA

reduce el dafio en comparacion con la DJD.
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7.2.3 Médula ésea

Grafica 11. Momento de la cola de células de Médula 6sea tratadas con DAUNO
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Grafica 12. Longitud de la cola de células de Médula 6sea tratadas con DAUNO
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*y 1 Diferencia significativa con el testigo negativo y con el control positivo respectivamente, } con alguna de las dosis de la DJD y ¥ con la DJD, de acuerdo a la Prueba t

de Student, correspondiente a la p <0.05
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Tabla 8. Indice de dafio de células de Médula 6sea tratadas con DAUNO.
(0] 1 2 3 4

Clasificacion Indice de

Sin dano Dano bajo Dano medio Dano alto Dano total

de dano n
" o Ne Mo We ] B

Agua 44% 29% 10% 13% 4% 91.20 = 11.32
Decoccion 52904 37% 3% 394 59 51.60 =+ 11.62 T+
DAUNO 29% 31% 15% 7% 18% 144.80 = 18.81 *
DDB 42% 33% 7% 11% 7% 98.60 = 18.77
DDM 28% 32% 13% 22% 5% 14440 = 975
DDA 27% 40% 11% 17% 5% 13020 = 571 1
Agua 54% 36% 5% 4% 0% 56.40 = 7.41
Decoccion 45% 38% 7% 10% 0% 70.80 =+ 7 227 1
DAUNO 32% 49% 11% 6% 2% 84.40 = 8.06 *
DDB 30% 45% 14% 11% 0% 102.00 = 6.62
DDM 39% 42% 7% 12% 0% 89.60 + 12307
DDA 38% 28% 10% 19% 6% 113.60 = 10.81
Agua 51% 39% 7% 2% 0% 53.80 = 644
Decoccion 41% 38% 6% 129 20, 86.80 =+ 913
DAUNO 42% 33% 11% 13% 0% 83.60 = 1091
DDB 46% 27% 14% 13% 1% 96.00 £ 942 *
DDM 38% 36% 8% 16% 1% 103.40 = 7.47
DDA 55% 24% 5% 15% 0% 73.80 = 9.60
Agua 48% 41% 8% 2% 0% 57.20 = 6.28
Decoccion 21% 21% 20% 25% 12% 179.20 == 2787 *
DAUNO 42% 36% 5% 13% 4% 91.60 = 397
DDB 41% 48% 8% 3% 0% 73.60 =+ 7.66
DDM 42% 31% 9% 18% 0% 101.60 = — 17.34
DDA 44% 47% 5% 5% 0% 65.60 =+ 531

*y 1 Diferencia significativa con el testigo negativo y con el control positivo respectivamente, 1 con alguna de las dosis de la DIJD y ¥ con la DJD, de acuerdo a la Prueba de

ecomnaracion miiltinle de Kriickal-Wallic earreennndiente 2 lan < 0 N/

Los resultados muestran el efecto quimioprotector de la DJD con las tres dosis, desde las 3
horas posteriores a su administracion en células de la médula dsea, reduciendo de manera
significativa el dafio inducido por la DAUNO, el mayor efecto se observo con la DDA de
acuerdo al TM de 4.97 u.a., ala TL de 15.80um e ID con el 40% de nucleoides con grado
de dafio bajo. A las 9 horas elefecto sigue siendo evidente con las tres dosis de la DJD,
donde los valores para el TM fueron <2.18, de TL fueron <10.35 y para ID > 66% de los
nucleoides se clasificaron sin grado de dafio y con bajo dafio. A las 15 horas de mantiene el
efecto con la DDA de acuerdo al TM de 1.34 u.a., con una TL < de 8 um y con el 55% de
nucleoides sin grado de dafio de acuerdo al ID. A las 21 horas hay un incremento en las
rupturas y migracion del DNA en el grupo tratado solo con la DJD, y con la DDM, los
demas grupos de experimentacion se mantienen con valores bajos, cercanos al testigo

negativo.
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7.3 Efecto de la decoccion mediante la induccion de dafio con MMS

7.3.1 Higado

Grifica 13. Momento de la cola de células de higado tratadas con MMS
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Grafica 14. Longitud de la cola de células de higado tratadas con MMS
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*y 1 Diferencia significativa con el testigo negativo y con el control positivo respectivamente,  con alguna de las dosis de la DJD y ¥ con la DJD, de acuerdo a la

Prueba t de Student, correspondiente a la p <0.05
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Tabla 9. Indice de dafio de células de higado tratadas con MMS.
(0] 1 2 3 4

Clasificacion Indice de
Sin dafio Dano bajo Dano medio Dano alto Dario total
de dano Dano

36%

28% 17% 11% 7% 12240, = 731

Agua

Decoccion 16% 31% 8% 6% 8% 92.00 =+ 19.38 %
MMS 1% 73% 22% 3% 1% 127.40 = 6.68 #
DDB 0% 6% 65% 26% 3% 226.40 = 8.33
DDM 0% 2% 63% 32% 3% 235.60 = 12.81
DDA 1% 3% 33% 61% 2% 262.80 = 14.70 *
Agua 23% 63% 10% 4% 0% 94.00 = 7.82

Decoccion 31% 379 9% 21% 204 122.40 = 6.11
MMS 0% 7% 52% 36% 5% 242.00 = 4.94 *
DDB 2% 7% 51% 40% 0% 236.40 = 10.15 *
DDM 2% 14% 46% 36% 2% 22140 = 17.79 *
DDA 0% 27% 39% 28% 6% 203.60 = 23.97
Agua 13% 53% 28% 6% 0% 12520 + 871

Decoccion 17% 47% 21% 11% 304 116.00 = 8.93 #
MMS 4% 13% 58% 22% 4% 212.00 = 9.27
DDB 4% 20% 48% 24% 4% 207.20 = 13.89
DDM 14% 15% 35% 33% 3% 214.00 = 33.11
DDA 2% 8% 58% 27% 5% 228.00 = 9.74
Agua 16% 52% 25% 7% 0% 12320 + 924

Decoccion 17% 239, 36% 15% 9% 178.40 = 20.66
MMS 1% 13% 33% 47% 5% 242.20 = 19.20
DDB 2% 5% 34% 57% 2% 254.40 + 9.99 *
DDM 1% 3% 37% 55% 3% 256.60 = 4.65 *
DDA 40% 18% 9% 32% 1% 81.60 = 42.76

*y 1 Diferencia significativa con el testigo negativo y con el control positivo respectivamente, § con alguna de las dosis de la DJD y ¥ con la DJD, de acuerdo a la Prueba de

comparacién multiple de  Kruskal-Wallis, correspondiente a la p < 0.05

En células de higado, a las que se les indujo dafio genotoxico con DAUNO, la DJD
demostro tener efecto quimioprotector con las tres dosis, a partir de las 3 horas posteriores a
su administracion, de acuerdo al TM, el cual registro valores < 21.13 u.a., asi como la TL
con una migracion del DNA <64.75um, no se observa efecto dosis dependiente, a pesar de
que los valores méas bajos corresponden a la DDB. De acuerdo con la evaluacién de ID >
del 60% de los nucleoides de los grupos de experimentacion presentaron grado de dafio
medio y alto. A las 9 y 15 horas del dafio provocado por el MMS es evidente, aunque
muestra una disminucion, tanto en el grupo control como en los grupos de experimentacion.
A las 21 horas solo la DDA mostré ser efectiva contra el dafio provocado por el MMS de
acuerdoa TM de 5.89 u.a., TL de 17.47 um e ID con el 40% de nucleoides sin dafio.



7.3.2 Rifion

Grafica 15. Momento de la cola de células de rifion tratadas con MMS
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Grafica 16 . Longitud de la cola de células de riiién tratadas con MMS
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*y 1 Diferencia significativa con el testigo negativo y con el control positivo respectivamente, i con alguna de las dosis de la DJD de acuerdo a la Prueba t de

Student, correspondiente a la p <0.05
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Tabla 10. Indice de dafio de células de rifién tratadas con MMS.

0 1 2 3 4 =

Clasificacion Indice de

Sin dafio Dano bajo Dafno medio Daiio alto Dano total Pan
afio

de dano
" Jo e Ne We [ IR

Agua 20% 25% 26% 21% 8% 168.40 + 27.94
Decoccion 42% 26% 10% 16% 6% 107.20 + 33.49 #
MMS 3% 48% 46% 2% 0% 148.20 + 14.63
DDB 9% 9% 21% 42% 19% 250.00 = 30.93
DDM 12% 2% 5% 80% 2% 286.80 = 7.89
DDA 9% 7% 13% 68% 3% 254.40 =+ 22.99
Agua 10% 16% 35% 36% 2% 200.20 =+ 20.11
Decoccion 15% 6% 549 2004 6% 18240 = 11.4371%
MMS 2% 12% 13% 55% 18% 270.40 = 11.18
DDB 2% 4% 27% 57% 11% 264.00 £ 21.52
DDM 2% 15% 31% 51% 1% 239.40 = 15.30
DDA 0% 12% 17% 68% 3% 264.00 + 18.79
Agua 30% 44% 17% 99 0% 110.80 = 22.04
Decoccion 10% 38% 5% 44% 4% 194.00 = 32.91

MMS 7% 7% 24% 58% 4% 258.40 + 10.57 *
DDB 4% 8% 18% 65% 4% 262.00 = 8.97 *
DDM 6% 21% 20% 28% 25% 240.40 = 38.60
DDA 3% 20% 20% 50% 7% 232.40 = 16.39
Agua 13% 30% 38% 20% 0% 16520 + 14.83
Decoccién 8% 11% 21% 35% 26% 257.20 + 20.00
MMS 2% 4% 11% 78% 5% 280.80 = 6.97
DDB 4% 20% 15% 57% 5% 244.40 = 21.92
DDM 3% 6% 13% 59% 19% 281.40 = 6.68 *
DDA 4% 4% 8% 829% 2% 280.40 = 336

*y 1 Diferencia significativa con el testigo negativo y con el control positivo respectivamente, § con alguna de las dosis de la DJD, de acuerdo a la Prueba de comparacién

multiple de  Kruskal-Wallis, correspondiente a la p < 0.05

En células del rifién se observé efecto quimioprotector a las 3 horas de su administracion
con las tres dosis de acuerdo a los valores obtenidos para TM <53.44 u.a y a las 9 horas con
la DDM y DDA, de acuerdo al TM de 26.97 y 34.10 u.a., respectivamente. El grado de
dafio inducido por el MMS maés la DJD con las tres dosis, e incluso la administraciéon de
solo la DJD, mostraron elevado grado de dafio en las células del rifion de acuerdo a los tres

parametros evaluados. Con respeto al ID en los grupos tratados con las tres dosis de la DJD,

mas del 50% de los nucleoides, se clasificaron con grado de dafio alto.

80



7.4.3 Médula ésea

Griafica 17. Momento de la cola de células de médula ésea tratadas con MMS
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Grifica 18. Longitud de la cola de células de médula ésea tratadas con MMS
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*y 1 Diferencia significativa con el testigo negativo y con el control positivo respectivamente, § con alguna de las dosis de la DJD de acuerdo a la Prueba t de

Student, correspondiente a la p <0.05



Tabla 11. Indice de dafio de células de médula 6sea tratadas con MMS.

0 1 2 3 4

Clasificacion . . . Indice de
Sin dano Dafno bajo Dano medio Dano alto Dano total

de dano Dano
Agua 50% 31% 14% 4% 0% 70.80 = 9.99

Decoccion 529 37% 39 3% 59 5160 *= 11.6Z ¥
MMS 7% 87% 5% 1% 0% 100.60 + 3.04
DDB 6% 39% 43% 10% 2% 159.20 + 14.87
DDM 0% 7% 41% 46% 6% 247.60 + 12.86 *
DDA 3% 25% 46% 26% 0% 199.20 + 24.95
Agua 47% 35% 11% 7% 0% 76.40 = 3.71

Decoccion 45% 38% 7% 10% 0% 70.80 = 7.71 1%
MMS 3% 42% 28% 25% 2% 178.00 + 15.53
DDB 7% 57% 24% 10% 2% 137.60 + 14.74
DDM 10% 44% 23% 22% 2% 161.80 = 16.56
DDA 8% 51% 24% 17% 0% 157.60 = 16.94
Agua 50% 43% 4% 4% 0% 55.20 = 5.28

Decoccion 41% 38% 6% 12% 29, 86.80 = 9.13
MMS 14% 46% 23% 16% 0% 140.80 + 7.86 *
DDB 18% 48% 17% 15% 2% 131.60 = 11.53 *
DDM 19% 49% 24% 7% 0% 117.20 + 1545
DDA 19% 53% 17% 7% 4% 109.60 = 10.36
Agua 46% 47% 3% 2% 2% 57.60 = 6.59

Decoccion 21% 21% 20% 259 12% 179.20 = 27.87
MMS 11% 50% 22% 16% 0% 144.00 + 12.70
DDB 9% 39% 24% 23% 5% 169.60 + 15.17 *
DDM 16% 46% 22% 14% 2% 140.80 =+ 23.11
DDA 9% 41% 19% 28% 4% 166.60 = 31.13

*y 1 Diferencia significativa con el testigo negativo y con el control positivo respectivamente, § con alguna de las dosis de la DJD, de acuerdo a la Prueba de comparacion

multiple de  Kruskal-Wallis, correspondiente a la p < 0.05

A las 3 horas fue evidente el efecto quimioprotector con la DDB en células de médula 6sea
con efecto genotoxico inducido por el MMS, en los horarios posteriores esta misma dosis la
DDB, incrementa el nimero de rupturas y migracién del DNA en células de médula dsea,
de acuerdo a los valores obtenidos para TL los cuales van de los 23.70 — 38.90um. y con

aproximadamente el 86% de los nucleoides con grado de dafio bajo, medio y alto.
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VIII DISCUSION

Las plantas medicinales constituyen una fuente importante de fitoquimicos a los que se les
atribuye propiedades protectoras contra enfermedades crénicas como el cancer.[132] Se
sostiene que los fitoquimicos naturales no sélo puede reducir los efectos secundarios
adversos de las quimioterapias, también mejoran su eficacia, al disminuir su resistencia,
reducir y aliviar los efectos secundarios toxicos, reducir el riesgo de sindrome de lisis

tumoral, y desintoxicar el cuerpo de agentes quimioterapéuticos.[133]

De acuerdo con Tenorio, 2012, en su estudio sobre el tamizaje fitoquimico de la J. dioica,
revelo la presencia de alcaloides, flavonoides, triterpenos, esteroides, cumarinas y
saponinas en la decoccion de la raiz, determinando una DLs; mayor a 5,000 mg/kg,
considerandose como no toxica, de acuerdo con el método de Lorke, también se determino
su efecto citotoxico en el corto plazo, con las dosis media, 500ml y alta de la decoccion
1000ml para un adulto de aproximadamente 70 Kg, asi como un efecto genotdxico con la
dosis alta al inicio del tratamiento de acuerdo al nimero de Eritrocitos policroméaticos
multinucleados (EPCMN)[131]. Recordemos que algunos diterpenos presentes en la J.
dioica, han sido identificados como el Riolozatriona, con actividad antibidtica [134], la
Citlalitriona, de efectos antitumorales in vitro[37], Jatropholona B, con accidn
gastroprotectora y actividad antiproliferativa[90], p-Jatrophona, con mdultiples actividades
bioldgicas entre ellas citotoxico, inhibidor de las células tumorales y actividad antitumoral
in vitro, etc[89]; un esteral, el B-sitosterol, de actividad quimioprotectora y antoixidante

[38] y un tatino, el Acido elagico considerado antioxidante natural y anicarcinogénico[95].

Nuestro estudio evidencid la capacidad de la DJD para reducir el dafio genotdxico inducido
por CF, DAUNO y MMS, en células hepaticas, renales y de médula 6sea de ratones albinos
suizos cepa ICR, de acuerdo al ensayo cometa, version alcalina, el cual ha sido propuesto
por las agencias reguladoras para evaluar la genotoxicidad in vivo, por su efectividad
detectar reparacién asi como un gran espectro de lesiones del DNA que incluyen rupturas,

sitios abasicos, sitos alcali labiles, aductos y estrés oxidativo[42].
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8.1  Efecto quimioprotector ante el dafio genotoxico con CF

La CF requiere de la activacion de isoenzimas del CYP450 para expresar su capacidad
alquilante, en su forma citotoxica, mostaza de fosforamida y acroleina, reactivo altamente
electrofilico que provoca estrés o&xidativo, tiene buena absorcion oral y sus
concentraciones plasmaticas maximas se logran a los 60 minutos de su administracion[5].
Sin embargo existe la posibilidad de interaccién con inhibidores o inductores del
metabolismo hepatico[107], [135].

De acuerdo con Arencibia Arrebola, et al., 2010, es posible utilizar a la CF, para la
induccion de dafio en la estructura primaria del DNA, destacando dentro de sus efectos
principales la formacion de monoductos y enlaces cruzados entre cadenas, como resultado
la aparicion de rupturas por efecto de los mecanismos reparadores, los cuales manifiestan
una determinada migracion de DNA degradado al ser observado en el SCGE, es un farmaco
viable para la implementacion en ensayos de genotoxicidad, estrés oxidativo y efecto

antigenotoxico de nuevas drogas in vivo. [111, 136].

En base a los resultados obtenido en nuestro estudio pudimos inducir dafio genotdxico en el
grupo control tratado con CF, en los tres 6rganos evaluados higado, rifion y médula ésea,
alcanzando sus valores maximos 3 horas después de su administracion, el cual difirié
estadisticamente significativamente con testigo negativo, en el que se observaron valores
<10 u.a para el TM, < 20um para la TL y >50% de nucleoides sin grado de dafio. Sin
embargo en algunos casos es posible que se observe un ligero aumento de dafios del ADN
en los testigos negativos, tratados con agua purificada, el cual podria estar asociado con el
estrés de la manipulacion, por la administracion con canula y procedimiento de muestreo
de 6rganos[137]. Podemos afirmar que estos resultados son indicadores aceptables para

realizar el analisis contra los grupos de tratamiento.
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El efecto quimioprotector de las tres dosis de la DJD, en células de higado fue evidente a
las 3 horas de su administracion el cual se mantiene hasta las 21 horas. Es probable que la
disminucion del dafio al DNA se deba a un efecto reparador de la DJD debido a la compleja
mezcla de fitoquimicos presentes tales como: flavonoides, azlcares reductores, alcaloides y
terpenos que pudieron haber modificado la tasa metabdlica o la velocidad de eliminacion
de la CF, efecto similar al observado con los polifenoles, los cuales tienen un doble efecto
sobre las enzimas de fase | como es el caso del jugo de naranjay del té verde, donde el [-]-
epigalocatecina- 3-galato, el cual se comporta como inhibidor de varias enzimas de fase |
como los citocromos P450 (CYP450), el CYP1A, 2Bl y 2E18 y el acido eléagico, o los
limonoides, ambos actian como inductores de enzimas fase Il, de biotrasnformacion, como
las enzimas Glutation S transferasa (GSTs) y la nicotinamida adenina dinucleétido fosfato
(NAD(P)) H quinona reductasa [138]; Algunos flavonoides como la hesperetina, puede
inhibir selectivamente la CYP450, la reduccion de la absorcion de la CF y favoreciendo la
eliminacién de sus metabolitos activos, afectando significativamente su toxicidad
potencial[137].

En células de rifién se detectd un incremento en las rupturas al DNA con la DDM a las 3
horas de su administracion y con la DJD a las 21 horas, lo cual surgiré la posibilidad de
generacion de metabolitos genotdxicos. Considerando que el rifidn es el principal 6rgano de
excrecion y altamente susceptible a las lesiones tdxicas por una gran variedad de farmacos
y quimicos, como a los alcaloides, triterpenos, sesquiterpenos, saponinas, etc.[139] Es
probable que a las 21 horas las células del rifidn estén mas expuestas a los metabolitos
derivados de la DJD como alcaloides, triterpenos, sesquiterpenos 0 saponinas

incrementando el dafio al DNA.

El efecto quimioprotector en células de médula 6sea, observado a partir de las 3 horas con
la DDA hasta las 9 horas con las tres dosis de la DJD, probablemente se deba a la presencia
de diperpenos y flavonoides ambos con capacidades antioxidantes, es probable que inhiban

la induccion de radicales libres de manera eficiente como lo hace el flavonoide, naringina,
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el cual es capaz de captar radicales libres hidroxilo y superdxido y perdxidocion de lipido,
también es capaz de elevar la catalasa, superdxido dismutasa y glutation peroxidasa para la
sintesis de ARNm, ejerciendo un efecto quimioprotector en las células de la médula dsea
[140].

De acuerdo Hernandez Romero J. 2011, en la prueba de MN, la DJD no mostr6 potencial
genotoxico, pero si citotoxico al disminuir la relacion entre eritrocitos policromaticos
(EPC) y eritrocitos normo cromicos (ENC), efecto que se incrementa con la administracion
conjunta de CF, este efecto no es dependiente de la dosis, pues se observd con la
DDM.[141] La ausencia de MN sugiere que el dafio encontrado en el SCGE no fue
convertido en un dafo efectivo, es decir una mutacion, donde el dafio al DNA fue revertido

por el sistema eficiente de reparacion de las células.

Es necesario realizar mas estudios, dado que se observa un incremento de dafio al DNA de
acuerdo a los parametros evaluados a las 15 y 21 horas, y considerando la presencia de
alcaloides en la DJD es necesario determinar si la cantidad, tipo y tiempo de exposicion a
este alcaloide es 0 no genotoxico, pues se sabe que algunos como el alcaloide sanguinarina,
componente principal del aceite de Argemone, es altamente genotoxico, causando dafio al

ADN, en la sangre y células de médula 6sea de ratones [142].

Se sabe que los polifenoles como la cdrcuma, el resveratrol, la genisteina, galato de
epigalocatequina (EGCG), la silimarina, quercetina, emodina, y flavopiridol, todos tienen la
capacidad probada para sensibilizar a las células tumorales, la mayoria se utilizan como
agentes quimioterapéuticos, estos polifenoles ejercen sus efectos mediante la supresion de
las actividades de varios importantes factores de transcripcion como el Factor Nuclear kB
(NF-kB) el Activador de Proteinas -1 (AP-1) que a su vez regulan otros genes. Aunque
parece probable que estos fitoquimicos utilizan otras vias que por ahora siguen siendo
desconocidas. [143]
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A pesar de que nuestros resultados, mostraron que la DJD presenta actividad
quimioprotectora en celulas de higado y médula 0sea, se sugiere realizar mas estudios para
explorar cuél de los compuestos de la DJD es el que muestra dicha actividad y evaluar su
potencial terapéutico contra cancer. Asi como la evaluacion de su efecto nefrotdxico
mediante pruebas de funcién renal como medicion de la urea, o bien evaluar la excrecion

de metabolitos genotdxicos mediante la prueba de Ames.
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8.2  Efecto quimioprotector ante el dafio genotoxico con DAUNO

Se eligi6 DAUNO porgue es un agente genotoxico eficaz para el estudio de genotoxicidad
in vivo e in vitro, una sola administracién induce genotdxicidad en diversos tejidos en
células normales [144]. Algunos de sus mecanismos de accion son: la intercalacion del
DNA, inhibicién de la topoisomerasa Il y la produccion de radicales a traveés de una
reduccion de la quinona y estructuras de hidroquinona a semiquinona, que a su vez pueden
formar superdxido y peréxido de hidrogeno, [145, 146], en el citoplasma, la mitocondria, el
reticulo endoplasmico y particularmente en el nucleo [147] lo que le confiere a la DAUNO

su actividad antitumoral, por incremento en el estrés oxidativo celular [148].

Estudios genotdxicos con doxorrubicina (DXR) a dosis de (5 pg/ml, 1 hora), indican que
después de 48 horas del tratamiento no se detectan células con cometa, sugiriendo que la
muerte celular ocurre en ausencia de fragmentacion en el DNA. Probando la no implicacion

de la apoptosis en la muerte celular generada por DXR a la dosis de 5 pg/ml.[149]

Actualmente se evallan combinaciones de antraciclinas (DAUNO y DXR) junto con
antioxidantes dietéticos, como terapias para inhibir la generacién de radicales libres y
cardiotoxicidad, en nuestro estudio utilizamos DAUNO como control para determinar el

posible efecto quimioprotector mediante actividad antioxidante de la DJD.

De acuerdo con Jagetia G. et al., 2008, varios polifenoles modulan la quimiosensibilidad
de células tumorales como: la genisteina, el resveratrol, la EGCG, la silimarina, emodina y
el flavopiridol, al potenciar el efecto de antraciclinas como la DAUNO y la DXR, en
células de cancer de prostata, mama, pancreas y pulmon a través de varios mecanismos
como la supresion de NF-kB, por arresto de la fase G1, inhibicién de la activacion de las
caspasas, fragmentacion de DNA y translocacion del citocromo C inducido por peroxido de
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hidrogeno o C2, también se sabe que sensibilizan células difusas de linfoma tratadas con
CF y DAUNO, revierten la resistencia a multidrogas por inhibicion del flujo de salida de la
DXR, aumentan el efecto antigenotoxico al incrementar el estrés oxidativo en células
humanas B malignas, mediante la induccion de mayor produccion de especies reactivas de
Oxigeno (ROS), ademas de incrementar la apoptosis de las células tumorales. EXiste
evidencia de que la combinacion de extracto de semilla de uva (GSE) en combinacion con
la DXR, mejoran el efecto, sobre el receptor positivo de MCF-7 y receptor negativo de
MDA-MB 468 de células de cancer en humanos, al detenerlos en fase G1.[44, 143]

Los terpenos, han sido reportados como agentes quimiopreventivos, Hernandez C. et al.,
2002, determinaron el efecto inhibitorio dependiente de la dosis, del aceite esencial de
manzanilla (CO) (Matricaria camomila) al evaluar los intercambios de cromatidas
hermanas (SCEs) producidos por la DAUNO y Metilmetanosulfonato (MMS) en células de
médula dsea de ratdn, sugiriendo que el CO puede ser una antimutageno eficaz
posiblemente por su contenido en antioxidantes como el bisabolol y camazuleno, los cuales

atrapan a los radicales libres formados durante la biotransformacion de la DAUNO.[150]

En nuestro estudio, como era de esperarse, los ratones tratados con DAUNO mostraron
mayor grado de dafio de acuerdo al TM, Tl e ID. Se evidencio el efecto quimioprotector al
DNA en higado, rifion y médula dsea, con pequefias diferencias en los efectos

antigenotoxicos en los distintos tejidos.

En células de higado, el efecto quimioprotector se observé con la DDA a partir de las 3
horas de su administracion, a las 15 horas el efecto se observo con la DDM y DDAy a las
21 horas con la DDA.
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En células del rifion, los valores para TM y TL, fueron mayores en comparacion con los
valores observados en células del higado y medula Osea, a pesar de ello el efecto
quimioprotector se observo a partir de las 3 horas con la DDA y en los horarios

subsecuentes se evidencio con las tres dosis de la DJD.

En células de médula 6sea, el efecto quimioprotector fue evidente con las tres dosis de la
decoccion a partir de las 3 horas, descendiendo los valores de migracion del DNA en los

horarios posteriores hasta mantenerse en valores cercanos al testigo negativo a las 21 horas.

Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Almeida et al., 2012, al evaluar el efecto
antigenotdxico del Piquia (Caryocar villosum) mediante el SCGE, utilizando como testigo
positivo a la doxorrubicina (DXR), en el que observo un efecto antimutagenico del
consumo de la pulpa, en higado, rifion, medula y celulas cardiacas, atribuido a sus
compuestos fitoquimicos, algunos carotenoides, como la anteraxantina, zeaxantina,
compuestos fendlicos como el acido galico y el acido elagico, ramnosido, y a-tocoferol.
[144]

El posible mecanismo de quimioproteccion de la DJD puede estar relacionado con su
capacidad antioxidante debido a la presencia de sus metabolitos secundarios, como
alcaloides, los diterpenos y los flavonoides[131], reconocidos por su capacidad
antioxidante[151], la cual fue demostrada en el extracto acuoso y la decoccién mediante el
ensayo de intercepcion de radicales libres con DPPH, lo que puede proteger al DNA de la
oxidacion provocada por los radicales hidroxilo y superdéxido inducidos por la DAUNO
[152]. La capacidad antioxidante de los metabolitos presentes en DJD podria ser la manera
de actuar sobre su efecto genotoxico del antraciclico, ya que la decoccion puede bloquear

estas reacciones, impidiendo el ataque de los radicales libres sobre el material genético.
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8.3  Efecto quimioprotector ante el dafio genotoxico con MMS

ElI MMS ha sido utilizado en diversos estudios genotoxicos, debido a su capacidad de
alquilacion monofuncional del DNA [146, 153-156]. Las concentraciones utilizadas son
variadas dependiendo del estudio, el incremento de dafio evaluado mediante el SCGE en
estudios in vitro, se observa con dosis que van desde los 0.75mM a 1.5mM de MMS en
fibroblastos humanos, con 1 hora de exposicion, exhibiendo niveles del 90uM de acuerdo
conel TMy TL. [157]

Siddique, et al., 2005, en su validacion de la versién alcalina modificada del SCGE para la
evaluacion de la genotoxicidad en Drosophila melanogaster, comprobaron que MMS es
mas potente que la CF, el etil metanosulfonato y la N-etil-N-nitrosourea en concentraciones
de 0.5y 1.0 mM en células intestinales [158]. Resultados similares a los obtenidos en
mamiferos de acuerdo con Sasaki et al., 2000 [154].Nuestro estudio apoya estas
observaciones, pues a pesar de ser un estudio in vivo, utilizando mamiferos, el dafio
inducido por el MMS fue de 6 a10 veces mayor que en el grupo testigo negativo, en el que
se observaron bajas migraciones del DNA, de modo que se puede corroborar

estadisticamente el efecto de la DJD en los tres grupos de experimentacion.

El efecto quimioprotector de la DJD se observé en el higado después de las 3 horas de
tratamiento con MMS y la DJD, con las tres dosis evaluadas, el cual se mantuvo a las 21
horas con la DDA, es probable que se deba a su capacidad para metabolizar fArmacos. De
acuerdo con Hyun-Jung, et al., 2000, hay dos posibles mecanismos implicados en la
proteccion de células hepaticas (HTC y Hep G2) contra el dafio provocado por benzo [a]
pireno, uno de ellos es la activacion de enzimas microsomales de biotransformacion del
sistema del CYP450 (Fase 1) que conduce a la reduccion de la formacion de metabolitos
reactivos y aductos del DNA; y el otro mecanismo, consiste en la interaccién directa con las

sustancias quimicas de la DJD.[159] La actividad antioxidante de los compuestos fendlicos
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presentes en Bd-EAE puede contribuir a reducir el dafio inducido por alquilacion
MMS.[170]

En rifion el efecto solo se observé en valores del TM a las 3 horas después del tratamiento
con las tres dosis de la DJD, a las 9 horas con la DDA y DDM, a las 15 horas se observa
una reduccion significativa del dafio del DNA con valores cercanos al testigo negativo sin
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos, probablemente debido a la
reparacion celular, después de la metabolizacion y eliminacion de los compuestos, pues se
ha reportado que el 50% de la alquilacion del DNA inducido por el MMS en linfoblastos
humanos se repara alrededor de los 15 minutos de incubacién y hasta después de los 60
minutos, haciendo referencia al tiempo medio de eliminacién de sitios sensibles a 3-metil
adenina DNA glucésidasa (AlkD)[155]. No esta claramente determinado si el elevado nivel
de reparacion del DNA es inducido por la elevada exposicion a agentes dafiinos [160] o si
se debe a la frecuencia de reparacion intrinseca del individuo, es decir una alta tasa de
reparacion que limita las consecuencias potenciales del dafio al DNA y reduce el riesgo de
Cancer.[155]

Considerando la presencia de diterpenos en la decoccion de la J. dioica, podemos suponer
que tienen un efecto quimioprotector similar el del palmitato de cafestol (C) y el kahweol
(K), diterpenos del café, que han demostrado su actividad quimioprotectora mediante la
inhibicion de la sulfotransferasa, la induccion de la UDP-glucoroniltransferasa, actividades
del CYP4501Al1 y N-acetiltransferasa, que desintoxican los metabolitos reactivos en el
DNA de 2-amino-1-metil-6-fenilimidazol [4,5-b] piridina (PhIP). Cuando se combina el C
+ K se observaron fuertes efectos protectores, reduciendo el 50% de la genotoxicidad
inducida por la N-nitrosodimetilamina (NDMA) mediante la prueba de micronucleos;
Majer et al., 2005, proponen que este efecto quimioprotector se deba a la induccién de
enzimas de reparacion del DNA.[161]
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A pesar que durante las primeras 9 horas la DJD disminuyo la alquilacién del DNA en
higado, rifion y méedula dsea, probablemente a la presencia de compuestos fenolicos que
pudieron actuar como sitios blanco para la alquilacion impidiendo el ataque al DNA,
como se observé en otro estudio en donde se redujo el dafio inducido por el MMS al pre-
tratar a los animales con jugo de naranja [137], donde el efecto no se mantuvo activo

durante el resto del tiempo, resultando menos efectivo que lo observado con la CF.

Los terpenos presentes en la DJD pueden actuar de manera similar a lo observado por
Herndndez C. et al.,2002, quienes observaron una reduccion significativa del dafio
provocado por MMS, haciendo referencia a los fitoquimicos presentes en el aceite de
manzanilla, en su mayoria terpenos, como los posibles responsables del efecto
antimutagénico, al proporcionar fuertes centros nucleofilicos, que le permiten reacciona con
carcinogenos electrofilicos, como el MMS, este proceso podria interceptar el mutageno y

en consecuencia reducir la metilacion del DNA.[150]

En células del rifion después de las 21 horas del tratamiento con la DJD se observd un
incremento en el dafio al DNA de tal modo que la DJD presenta un ligero efecto
quimioprotector en las células del rifién, con dafio inducido por alquilacion directa del
MMS, después de las 15 horas del tratamiento, se observa un incremento de las rupturas del
DNA probablemente por procesos de reparacion celular con la DDM, o bien a procesos
apoptdticos. Este efecto puede deberse a la induccion del dafio del DNA por un efecto

prooxidante de esta dosis de la DJD, probablemente debida a su contenido en flavonoides.

De acuerdo a las investigaciones realizadas por Marcarini et. al, 2011, en su estudio sobre
la toxicidad del flavonoide, rutina y sus efectos protectores, encontrd que la mayor
concentracion de rutina (810uM) mostro efecto citotoxico en células hepaticas, después de
72 horas de tratamiento, reduccién significativa de supervivencia celular y disminucion de

la proliferacion celular, por lo que determinaron que una alta concentracion y un mayor
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tiempo de exposicion la rutina es citotdxica, esta misma concentracion evaluada mediante
SCGE mostro efecto genotoxico despues de 24 horas de tratamiento, exhibiendo > del 50%
de nucleoides grado 2, de tal modo que proponen que el efecto citotdxico podria deberse
la induccion de dafio del DNA por un efecto prooxidante de esta concentracion. [162] Los
flavonoides pueden actuar como prooxidantes en lugar de actuar como antioxidantes, lo que
provoca una muerte celular programada, de manera similar a lo encontrado con la
quercetina y rutina, flavonoides, que han mostrado inducir apoptosis en células de
hepatoma humano (HepG2), después de tratamientos prolongados a elevadas
concentraciones (>100uM). [163]

De acuerdo con Woo et al., 2005, flavonoides como quercetina y genisteina pueden inhibir
la proliferacion celular por modulacion de la actividad de las quinasas dependientes de
ciclinas (CDK), claves moleculares para la regulacion del ciclo celular. Los flavonoides
inhiben el crecimiento de células tumorales al impedir la progresion de las células a través
de la transicion de la fase GO, a la G1 del ciclo celular, que posteriormente conducen a la
apoptosis, este bloqueo del ciclo esta dado por induccion de factores nucleares y regulacion
a la baja de ciclinas D1y E, que pueden estar asociados con la inhibicién de CDK2, CDK4
y CDK5 y a la expresion de inhibidores de CDK como p21 y p27.[164]

En las primeras 3 y 9 horas el efecto quimioprotector es evidente con la DDA y la DDM; es
posible que los compuestos fitoquimicos de la DJD, especificamente los flavonoides estén
actuando como prooxidantes e induzcan a la célula a apoptosis; de tal modo que los
incrementos en valores de dafio del DNA se deban a células apoptéticas. Sin embrago de
acuerdo a la publicacion de Collins et al., 2008 es poco probable que el SCGE detecte
fragmentos de DNA que se producen en la apoptosis. Algunas investigaciones proponian
que los cometas con casi todo el DNA en la cola y una cabeza pequefia, llamados cometas
“erizo” catalogados en el Grado de dafio 4, en la escala visual del ID, representaban a
células apoptoéticas y por lo tanto, algunos autores las excluyen de su puntuacion, sin

embargo tales cometas se ven regularmente después de tratamientos de la célula con una
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dosis no letal, de agente perjudicial como H,0,, pero se ha comprobado que si las células
se incuban por 30 minutos y se vuelven a preparar los cometas, estos ya no se observan,
debido a que la célula ha reparado estos cortes, es decir no se esta observando apoptosis, ya
que esta no es una consecuencia inmediata y toma tiempo para desarrollarse, de modo que
las rupturas son irreversibles. Entonces el incremento en las rupturas del DNA observado
en el SCGE puede representar, procesos de reparacion, o bien las primeras etapas de la
apoptosis, pero los cometas “erizo” no pueden utilizarse como indicador especifico de

apoptosis.[165]

Morley et al., 2006, describié un enfoque experimental interesante y revelador: después de
incrustacion de células en agarosa, pero antes de la lisis, las células apoptoticas se
identificaron utilizando un método de Anexina-V fluorescencia tincion, basado en la unién
de Anexina-V de la fosfatidil serina que se transloca a la membrana celular externa en una
etapa temprana de la apoptosis. La combinacion de tres métodos de tincion de color con el
ensayo de cometa mostrd que no habia interferencia significativa de la reparacion del DNA
por procesos de fragmentacion apoptoticas ya que la reparacion del DNA se completo casi
antes de la aparicion de la fragmentacion apoptotica. De tal modo que el SCGE apo /
necro, reduce el problema general de los resultados falsos positivos en las pruebas de
genotoxicidad con el SCGE. [166]

En las células de médula désea solo se observo un descenso del dafio al DNA con las DDB a
las 3 horas de acuerdo al TM y al TL. EI MMS mostro dafio genotdxico desde las 3 horas
hasta las 15 horas posteriores al tratamiento, el grupo de experimentacion al que se le
administro MMS y la DDB mostro incremento en las rupturas de la cadena del DNA a
partir de 15 horas y hasta las 21 horas despues del tratamiento. Lo cual sugiere que este
incremento en las rupturas del DNA que puedan deberse a procesos de reparacion celular o

procesos de apoptosis.
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Pereira, 2008, en su SCGE en células V79 encontrd que plipartine, amida alcaloide, al que
se le identifico la presencia de o P radical carbonilo insaturado del anillo de amida,
requerimiento estructural importante para la actividad citotdxica, a concentraciones > de 2.
5ug/ml, induce el rompimiento de la doble cadena de DNA, los valores obtenidos para el
indice de dafio son 92.75, 134 y 181 con concentraciones de 2. 5ug/ml, 5ug/ml y 10pg/ml,
respectivamente, debido a que los alcaloides son capaces de interactuar con el DNA y otros
componentes celulares dando lugar a un amplio espectro de lesiones del DNA, incluyendo
el letal, mediante el rompimiento de la cadena de DNA, lo provoca aberraciones
cromosomicas, cabe sefialar que como control positivo utiliza MMS a dosis de 40ug/ml. El
tratamiento con piplartine incrementa la perdida de potencial de membrana mitocondrial de
manera dependiente de la dosis, de tal modo que esta alcamida induce apoptosis en células
V79.[167]

Vasconcelos, et al., 2010 confirmo que biflorin, una orto-naftoquinona de Capraria biflora
L. inhibe el crecimiento in vivo e in vitro de células tumorales, ademas de presentar una
potente actividad antioxidante, sin embargo sus efectos son dependientes de la
concentracion, pues en concentraciones bajas tienen actividad significativa como
antioxidante contra citotoxicidad, genotoxicidad, mutagenicidad y pero oxidacion lipidica
que puede ser atribuido propiedad eliminadora del radical hidroxilo. Y a elevada
concentracion mostro tener efectos citotdxico y genotdxicos en células V79 de mamifero.
[168] Al ser evaluada esta capacidad en células de melanoma de ratén B16, se encontrd que
inducen apoptosis, mediante la reduccion de la viabilidad celular, sin incrementar en células
viables, inhibe la sintesis de DNA, induce fragmentacion de DNA, despolariza
mitocondrias sin atacar la integridad de la membrana, a dosis de 25mg/dia/10dias
inhibiendo el crecimiento tumoral e incrementando la tasa de supervivencia media de 33.3 a
44.4. [169]
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IX CONCLUSIONES

La DJD actu6 como inhibidor del efecto genotéxico inducido por la CF a partir de las 3
horas en células del higado, con la tres dosis, efecto que se mantuvo hasta las 21 horas en
dicho 6rgano. En células de rifién de ratones a los que se les indujo dafio genotdxico con
CF, no se observo ningun efecto quimioprotector de la DJD, sino por el contrario en
consumo de la decoccidn, mostro un incremento de las rupturas del DNA en este érgano a
las 21 horas de su administracion. En células de médula dsea se observé un efecto
quimioprotector de la DDAy DDM a las 3 horas y a las 9 horas el efecto se observo con las
tres dosis de la DJD, a las 15 y 21 horas no se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos. Por lo que se puede concluir que la DJD actia como
desmutageno de la CF en células de higado y médula a las 3 y 9 horas posterior a su
administracion, interviniendo probablemente en la activacion metabodlica de la CF, en el
rifidn por ser el 6rgano encargado de la depuracion de sustancias toxicas, pudo haber estado
expuesto a metabolitos secundarios altamente genotdxicos por lo que la DJD no tienen

efecto quimioprotector sobre este 6rgano, ante el dafio provocado por la CF.

En células de higado, de ratones tratados con DAUNO, se observd un efecto
quimioprotector con la DDA a partir de las 3 horas de su administracion, a las 9 horas se
observo un incremento de lesiones con la DDM que disminuye a las 15 horas mostrando
efecto quimioprotector junto con la DDA, en este mismo horario de observo un incremento
de rupturas al DNA con la DDB, lesiones que disminuyen a las 21 horas en las que fue
evidente el efecto quimioprotector de la DDA. En las células del rifién la DJD mostro su
capacidad para inhibir el dafio provocado por la DAUNO a las 3 horas de su administracion
efecto observado con la DDA, a las 9 horas con la tres dosis de la decoccién y a las 12
horas con la DDA y DDM. En células de médula dsea, la DJD mostro una gran capacidad
quimioprotectora al inhibir el dafio provocado por la DAUNO en todos los horarios
evaluados con las tres dosis de la DJD, lo cual nos indica acerca de su probable capacidad

antioxidante.
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En relacion al efecto observado en ratones a los que se les indujo dafio al DNA por
alquilacién directa con MMS, se encontré que la DJD mostro capacidad para inhibir la
alquilacion directa al DNA en células del higado con la tres dosis de la DJD a las 3 horas de
su administracién y a las 21 horas con la DDA. En células de rifion, el efecto solo se
observo a las 3 horas con las tres dosis de la DJD y a las 9 horas con la DDAy la DDM. En
células de médula 6sea, solo se observo efecto quimioprotector con la DDB a las 3 horas de

su administracion.

Se encontré que la DJD actta como inhibidor del efecto genotdxico inducido por CF,
DAUNO y MMS en células del higado, efecto observado con la DDA, sin tener un claro
efecto dosis dependiente, es posible que los componentes quimicos de la DJD actien como
agentes antimutagenicos, o bien puede deberse al origen de la célula, ya que el higado,
permite mayor exposicion de xenobioticos antes de mostrar efecto citotoxico o genotdxico

por su capacidad para metabolizar farmacos.

El mayor efecto quimioprotector se observo en los ratones tratados con DAUNO, en los
tres drganos evaluados, higado, rifion y médula dsea, en mayor proporcion con la DDA, es
posible que los fitoquimicos presentes en la DJD actien como inhibidores del estrés

oxidativo, es decir que tengan potente actividad antioxidante dependiente de la dosis.

Se encontrd que la DJD incremento de manera significativa las rupturas del DNA en células
del rifion y médula 6sea 21 horas después de su administracion, puede deberse, en el caso
del rifibn a metabolitos genotoxicos eliminados por la orina, o bien a procesos de
reparacion celular o procesos apoptoticos, desafortunadamente el SCGE tiene sus
limitaciones al respecto, por lo que se requieren de mas estudios para determinar si las

lesiones se deben a procesos de reparacion o bien a apoptosis.
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La DJD mostr6 un ligero efecto como inhibidor de la alquilacién directa inducida por MMS
en células de higado, rifion y médula a las 3 y 9 horas posterior al tratamiento, sin embargo
los niveles de dafio se mantuvieron en niveles elevados mostrando diferencias
estadisticamente significativas contra el testigo negativo, en los tres 6rganos evaluados en
los cuatro horarios, es por ello que la DJD mostro menor efecto contra la alquilacion directa
provocada por el MMS.
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X RECOMENDACIONES

Como se puede observar en nuestro estudio, existen indicios de que la decoccion de la J.
dioica, puede tener efecto quimioprotector del DNA, inhibiendo lesiones que pueden
desencadenar enfermedades crénicas como la Diabetes Mellitus, Enfermedades crénico

vascular y cancer.

Es recomendable continuar con las investigaciones para indagar acerca de su potencial

antioxidante.

Es importante y la purificacion y determinacion de las sustancias presentes, ya que las
diversas moléculas podrian interactuar y generar los altos niveles de genotoxicidad u otro

tipo de interferencia.

Para complementar el estudio vale la pena determinar si las rupturas al DNA observados en
nuestro ensayo se deben a rupturas por reparacioén o a procesos apoptéticos, por lo que es

recomendable continuar con estudios relacionados con procesos de reparacion.

Descartar su efecto genotoxico para el rifién, o bien la presencia de metabolitos secundarios

con mayor capacidad genotdxica que la propia decoccion a través de la prueba de Ames.

Se recomienda realizar mas pruebas a partir de la dosis maxima o bien a partir de extractos.
Probando otras dosis mayores a las indicadas, para determinar el efecto quimioprotector de

los compuestos de la J. dioica.

Se recomienda la continuidad del trabajo, a través de otros modelos bioldgicos para ampliar
la informacion acerca de su capacidad antimutdgenica. Mediante la valoracion

correspondiente.
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ANEXO 1. Bitacora de registro de peso y grupos de experimentacion para la

administracion.

Agente Mutagénicos: Horario: hrs

NO. | beso | Dosis de Admon, | Fechay Hora | Fecha y hora

3 g Observaciones
ratén de Admon. de sacrificio

Gp
0

Testigo —
OB~ WiN

Control
mutégeno

Exp. 2

Exp.1
OB WNEFP OO WINEFPOOIHAWN|EF




ANEXO 2. Bitacora de registro para el Corrimiento electroforético

Fecha: Lugar: Horario:  hrs
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ANEXO 3. Bitacora de lectura de laminillas en microscopio de epifluorescencia
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XIl. GLOSARIO DE TERMINOS

Acido nucleico: Molécula como el DNA o el RNA capaz de almacenar informacion

genetica.

Antioxidantes: Grupo de vitaminas, minerales y enzimas que ayudan a combatir los
radicales libres que estan presentes en nuestro cuerpo, disminuyendo el proceso de

envejecimiento.

Apoptosis: Muerte celular programada, caracterizada por una serie de eventos celulares
regulados que resultan en la muerte celular, para eliminar una célula dafiada o una célula

normal que deja de ser necesaria para el desarrollo.

Bromuro de etidio (BrEt): Agente intercalante usado cominmente como marcador de
acidos nucleicos en laboratorios de biologia molecular para procesos como la electroforesis
en gel de agarosa. Cuando se expone esta sustancia a luz ultravioleta, emite una luz roja-
anaranjada, que se intensifica unas 20 veces después de haberse unido a una cadena de
ADN. Este efecto es debido al aumento de la hidrofobia del medio, y no a la rigidificacion

del anillo bencénico, no estando éste entre pares de bases del ADN.

Decoccion: Bebida medicinal hecha de vegetales u otras sustancias tras haber sido
hervidas, su objeto es disolver las sustancias de un cuerpo y extenderlas en un vehiculo
conveniente. Solo se ponen en decoccidn las sustancias que al grado de calor necesario para

hervir no dejan evaporar sus partes esencialmente medicinales.

Diterpenos: Compuestos caracterizados por poseer una estructura basica de 20 carbonos y
proceder del precursor 2E, 6E, 10E-geranilgeranilpirofosfato (GGPP), presentando una
gran variabilidad estructural. Pueden dividirse en dos grandes grupos, compuestos aciclicos

y compuestos ciclados.

DNA (acido desoxirribonucleico): la molécula que contiene la informacion genética

primaria en la forma de una secuencia lineal de nucle6tidos en grupos de tres (tripletes).

Electroforesis: (Tiselius, 1937) procedimiento para la separacién de moléculas basado en

su diferente velocidad de migracion en un campo eléctrico. Como medio de soporte se usan
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geles formados por sustancias como el almidén, la agarosa, la acrilamida, etc. Hay

modificaciones técnicas que permiten un mayor poder de discriminacion.

Ensayo cometa (electroforesis en gel de células individuales, (SCGE)): Ensayo rapido,
sensible y un método relativamente simple para detectar dafios en el DNA a nivel de células
individuales. Combina la simplicidad de técnicas bioquimicas para detectar roturas en la
cadena del DNA sencillas y sitios de reparacion de escision incompleta, sitios alcali-labiles

y entrecruzamiento con el enfoque se células individuales de pruebas citogenéticas.

Fitoguimicos: Compuestos bioactivos, metabolitos secundarios, carentes de valor nutritivo,
sintetizados de manera natural, como mecanismo de defensa ante la ingestion de herbivoros

como artropodos, insectos y microrganismos

Longitud de la cola (TL): Longitud de migracion del DNA, determinado por el analizador

de imagenes medido en micrometros (um).

Medicina Tradicional: Es la suma completa de conocimientos, técnicas y practicas
fundamentadas en teorias, creencias y experiencias propias de diferentes culturas utilizadas

para mantener la salud, prevenir, diagnosticar, mejorar y tratar trastornos fisicos y mentales.

Momento de la cola (TM): Definido como el porcentaje de DNA en la cola multiplicado

por la longitud entre el centro de la cabeza y la cola, medido en unidades arbitrarias.

Mutageno: (latin, "origen del cambio") es un agente fisico, quimico o bioldgico que altera
o cambia la informacidn genética (usualmente ADN) de un organismo y ello incrementa la

frecuencia de mutaciones por encima del nivel natural.

Quimioproteccion: (Sporn, 1976) Potenciacion farmacoldgica o fisiologica mediante las

cuales la progresion de una lesion preneoplésica puede ser prevenida, detenida o revertida.

Reparacion del ADN: Conjunto de procesos por los cuales una célula identifica y corrige

dafos hechos a las moléculas de ADN que codifican el genoma.
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