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Beta-sitosterol (BS) and pteropodine (PT) are constituents of various plants with pharmacological activities potentially useful to
man. The chemicals themselves possess biomedical properties related to the modulation of the immune and the nervous systems,
as well as to the inflammatory process. Therefore, safety evaluation of the compounds is necessary in regard to their probable
beneficial use in human health. The present study evaluates their genotoxic and cytotoxic potential by determining the capacity of
the compounds to induce sister chromatid exchanges (SCE), or to alter cellular proliferation kinetics (CPK) and the mitotic index
(MI) in mouse bone marrow cells. Besides, it also determines their capacity to increase the rate of micronucleated polychromatic
erythrocytes (MNPE) in peripheral mouse blood, and the relationship polychromatic erythrocytes/normochromatic erythrocytes
(PE/NE) as an index of cytotoxicity. For the first assay, four doses of each compound were tested: 200, 400, 600, and 1000 mg/kg in
case of BS, and 100, 200, 300, and 600 mg/kg for PT. The results in regard to both agents showed no SCE increase induced by any
of the tested doses, as well as no alteration in the CPK, or in the MI. With respect to the second assay, the results obtained with the
two agents were also negative for both the MNPE and the PE/NE index along the daily evaluation made for four days. In the present
study, the highest tested dose corresponded to 80% of the LDsy obtained for BS and to 78% in the case of PT. The results obtained
establish that the studied agents have neither genotoxic nor cytotoxic effect on the model used, and therefore they encourage studies
on their pharmacological properties.

INTRODUCTION

The isolation and chemical characterization of plant-
derived compounds with therapeutic or other beneficial
health properties are increasing, in many cases as a con-
sequence of primary information obtained through the
use of plant extracts in traditional medicine. However, the
possible use of these compounds for human well-being re-
quires solid and lengthy research which includes a num-
ber of basic and applied phases; one of the determinations
in this complex evaluation concerns the toxic potential of
the studied agent.

Beta-sitosterol (BS) (Figure 1) is one of the most
prevalent vegetable-derived phytosterols in the diet. It is

structurally related to cholesterol, but since it is slowly ab-
sorbed in the intestinal tract, it may interfere with the
cholesterol absorption preventing its rise in serum. BS
also appears to modulate the immune function, inflam-
mation, and the pain levels by controlling the produc-
tion of inflammatory cytokines [1, 2]. This last effect
may help to control allergies and reduce prostate enlarge-
ment [3, 4]. The compound can affect the structure of cell
membranes and alters the signaling pathways that regulate
tumor growth and apoptosis [5]. Moreover, BS has shown
a decrease in proliferative changes and tumor yields when
added to diets of mice and rats treated with colon carcino-
gens [6, 7]. The compound is found in numerous plants,
including rice, wheat, corn, nut, peanut, and particularly
in the Peruvian borne Rubiaceae plant cat’s claw (Uncaria
tomentosa) [8, 9], where it seems to be involved in the cu-
rative properties suggested for the vegetable, such as anti-
inflammatory and antiviral activities, enhancer of the im-
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mune system, and inhibitor of arthritis, ulcer, and cancer
[10, 11,12, 13].

Pteropodine or uncarine C (PT) (Figure 1) is a
chemical specifically isolated from cat’s claw. It is a
heteroyohimbine-type oxindole whose biological proper-
ties have been studied less than those of BS. However,
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Abstract Beta-sitosterol (BS) is a compound that has
shown various activities potentially useful for human
health. In the present study, we determined its antigeno-
toxic capacity and lymphocyte induction potential in
mouse as well as its capacity to trap free radicals in vitro.
BS, in doses from 200 to 1,000 mg/kg, was able to sig-
nificantly reduce the frequency of sister chromatid
exchanges induced by 10 mg/kg of doxorubicin (DX) in
bone marrow cells. The same range of BS doses also gave
rise to a strong reduction in the rate of micronucleated,
polychromatic erythrocytes induced by DX. In addition, we
determined an increase in the production of lymphocytes in
mice administered with BS. By means of the DPPH assay,
the compound was shown to trap free radicals in a con-
centration dependent manner as high as 78.12% using
250 pg/ml. Our research established three relevant bio-
logical activities of BS which show its potential as a
chemopreventive agent.

Keywords Beta-sitosterol - Doxorubicin -
Antigenotoxicity - Antioxidant
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Introduction

Phytosterols are a group of chemicals found in a variety of
vegetables, including those that produce different grains,
seeds, and fruits. These compounds are usually consumed
by humans as ingredients in vegetable oils or in their
industrialized products (Tapiero et al. 2003). About 44
phytosterols have been identified to date, and of these,
beta-sitosterol (BS), campesterol, and stigmasterol are the
most abundant. The chemical structure of BS, in particular,
resembles that of cholesterol except for the presence of an
ethyl group at the 24 carbon position of the side chain
(Ling and Jones 1995) (Fig. 1). The glucoside of BS
(sitosterolin) and the sterol are usually found together, the
ratio being approximately 90:10% sterol/sterolin, although
the level of sterolin may be higher, as in the case of the
Rubiaceae plant Uncaria tomentosa (cat’s claw) (Pegel
1997).

The cholesterol lowering ability of phytosterols has
already been reported, both in experimental and clinical
trials (Haydn Pritchard et al. 2003; Chen 2001). Like-
wise, BS has been shown to participate in the
transformation of omega 6 fatty acids into prostaglandins
and leukotrienes, compounds that are involved in immune
support, reduction of thrombo-embolic disorders and a
decline in the amount of inflammatory metabolites (Bouic
et al. 1999).

The plant, cat’s claw, is known to possess as much as
80% of BS. Therefore, this chemical has been suggested as
one of the curative principles in the plant used for hyper-
cholesterolemia and inflammation, modulation of
immunity, and cancer treatment (Keplinger et al. 1999;
Aguilar et al. 2002). Furthermore, in vitro assays with cat’s
claw extracts have revealed a significant antimutagenic
effect (Rizzi et al. 1993).
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Abstract: Pteropodine is a heterohimbine-type oxindole alkaloid specifically isolated from ‘Cat’s claw’ (Uncaria tomentosa), a
plant that has shown cytostatic, anti-inflammatory and antimutagenic properties and is used in traditional medicine to cure
a number of diseases. In this report, we studied the ability of pteropodine to decrease the rate of sister-chromatid exchanges
and micronucleated polychromatic erythrocytes in mice administered doxorubicin. We also determined its capacity to
induce lymphocyte production in mice as well as its free radical scavenging potential by applying the DPPH assay. We
found pteropodine (100-600 mg/kg) to significantly decrease the frequency of sister-chromatid exchanges and micronucleated
polychromatic erythrocytes in mice administered with 10 mg/kg of doxorubicin. Furthermore, we determined that
pteropodine partially corrected bone marrow cytotoxicity induced by doxorubicin, as it showed an improvement in the rate
of polychromatic erythrocytes. Besides, 600 mg/kg of pteropodine increased 25.8% of the production of lymphocytes over
the control value along a 96-hr assay, and it exhibited a strong capacity to trap the DPPH-free radical (98.26% with
250 pg/ml). Our results establish that pteropodine is an effective antimutagen in the model used, and suggest that pteropodine
deserves further research in the area of cell protective potential and its mechanism of action.

Uncaria tomentosa, commonly known as ‘Cat’s claw’, is a
Rubiaceae plant native to Peru that is used in traditional
medicine to treat several health disorders, such as arthritis,
bursitis, rtheumatism, herpes, allergies, ulcers, candidiasis,
menstrual disorders, bowel and intestinal disorders, HIV
infection, different types of cancer. It is also used as adjuvant
in chemotherapy or radiotherapy. For these purposes the
bark or root is usually prepared as infusion, or both are also
used in extracts or tinctures [1,2]. Research on the biomedical
properties of the plant has confirmed its stimulating action
on the immune function as well as its cytostatic, anti-
inflammatory and antimutagenic effects [3-6]. A further
investigation has revealed its antiproliferative activity on the
growth of the human breast cancer cell line MCF7 [7].

A number of constituents of the plant have been identified
and chemically characterized. These include quinovic acid
glycosides, oxindol alkaloids, proanthocyanidins, polyphenols,
triterpenes, and sterols such as B-sitosterol, stigmasterol and
campesterol [8-11]. Six oxindol alkaloids have been isolated
from the plant, including pteropodine also called uncarine
C (fig. 1), which is a heterohimbine-type oxindol that has
been reported to show an apoptotic effect in leukaemic
lymphoblasts and to participate in the improvement of
memory impairment induced by the dysfunction of cholinergic
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systems in the brain of mice [12-15]. These data suggest that
pteropodine could act synergistically with other constituents
of U. tomentosa in one or more of the reported actions of
the plant.

Based on the abovementioned information, our labora-
tory has undertaken the evaluation of the genotoxic and
antigenotoxic potential of B-sitosterol and pteropodine. In
an earlier study, we found that neither of the two com-
pounds produced genotoxicity in mouse [16]. We have also
determined that B-sitosterol protects mouse cells from the
DNA damage induced by doxorubicin, and that it is a
lymphocyte inducer and a free radical scavenging agent [17].
With respect to pteropodine, we have found no information

CH,4
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Fig. 1. Chemical structure of pteropodine.
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RESUMEN

Beta-sitosterol (BS) y pteropodina (PT) son componentes de diversas plantas con
actividades farmacolégicas potencialmente Utiles para el hombre. Estos compuestos poseen
propiedades biomédicas relacionadas con la modulacién del sistema inmunitario, el sistema
nervioso, asi como para procesos inflamatorios. Por lo tanto es necesaria, la evaluacién de
la seguridad en el uso de estas sustancias con respecto a su probable uso benéfico en la
salud humana. El presente trabajo se evalu6 en primer término la actividad genotoxica y su
potencial citotéxico mediante la determinacion de la capacidad de ambos compuestos para
inducir intercambio de crométidas hermanas (ICH), o para alterar el cinética de proliferacion
celular (CPK) y el indice mitético (IM) células de médula 6sea de raton. Ademas, se
determiné la capacidad para aumentar la tasa de eritrocitos policromaticos micronucleados
(MNPE) en la sangre periférica de ratdon y la relacién entre eritrocitos policrométicos /
eritrocitos normocroméaticos (PE/NE) como un indice de citotoxicidad. Después de esta
evaluacion, se evalu6 la capacidad de pteropodina y beta-sitosterol para disminuir la tasa de
ICH y MNPE en ratones administrados con doxorrubicina (DX). También se determiné la
capacidad para inducir la produccién de linfocitos en ratones, asi como su potencial para
atrapar radicales libres mediante la aplicacion de la técnica DPPH. Para la primera prueba,
se probaron cuatro dosis de cada compuesto: 200, 400, 600 y 1000 mg/kg en caso de BS y
100, 200, 300 y 600 mg/kg para PT. Los resultados en lo que respecta a ambos agentes no
mostraron ningun aumento SCE inducida por cualquiera de las dosis probadas, asi como no
hubo alteracion en la CPK, o en el IM. Con respecto a la determinacién de la segunda
prueba, los resultados obtenidos con los dos agentes también fueron negativos para el
MNPE y el indice de PE/NE a lo largo de la evaluacion diaria realizada durante cuatro dias.
En el presente estudio, la mayor dosis probada correspondia al 80% de la DL50 obtenidos
para BS y al 78% en el caso de PT. Se comprobd que pteropodina (100-600 mg/kg)
disminuye considerablemente la frecuencia de ICH y MNPE en ratones administrados con
10 mg/kg de DX. Ademas, se determinG6 que pteropodina parcialmente corregia la
citotoxicidad de médula ésea inducida por la doxorrubicina, y mostr6 una mejoria en la tasa
de eritrocitos policromaticos. Ademas, con la dosis de 600 mg/kg de pteropodina hubo un
aumento del 25,8% en la produccién de linfocitos comparados con el grupo control a lo largo
del ensayo de 96 horas, y exhibié una gran capacidad para atrapar el radical libre de DPPH
(98.26% con 250 microg/ml). BS, en dosis de 200 a 1.000 mg/kg, fue capaz de reducir
significativamente la frecuencia de ICH inducida por 10 mg/kg de DX en las células de la
médula ésea. Los mismos rangos de dosis de BS también dieron lugar a una fuerte
reduccién en la tasa de MNPE por DX. Ademas, se determiné un aumento en la produccién
de linfocitos en ratones administrados con BS. Por lo tanto se establece con los resultados
obtenidos que los agentes estudiados no tienen actividad genotoxica, ni efecto citotoxico en
el modelo utilizado. Por otro lado nuestros resultados establecen que PT es un
antimutdgeno eficaz en el modelo empleado lo que sugiere mas investigaciones en el area
de proteccién y su posible mecanismo de accion. Beta-sitosterol fue demostré capacidad
para atrapar a los radicales libres de una manera dependiente a la concentracion tan alta
como su porcentaje de 78.12 con 250 pg/ml. Nuestra investigacion establecio tres
actividades bioldgicas pertinentes de PT y BS que muestran su potencial como agentes
quimiopreventivos.

Vi



ABSTRACT

Beta-sitosterol (BS) and pteropodine (PT) are constituents of various plants with
pharmacological activities potentially useful to man. The chemicals themselves possess
biomedical properties related to the modulation of the immune and the nervous systems, as
well as to the inflammatory process. Therefore, safety evaluation of the compounds is
necessary in regard to their probable beneficial use in human health. The present work
evaluates their genotoxic and cytotoxic potential by determining the capacity of the
compounds to induce sister chromatid exchanges (SCE), or to alter cellular proliferation
kinetics (CPK) and the mitotic index (MI) in mouse bone marrow cells. Besides, it also
determines their capacity to increase the rate of micronucleated polychromatic erythrocytes
(MNPE) in peripheral mouse blood, and the relationship  polychromatic
erythrocytes/normochromatic erythrocytes (PE/NE) as an index of cytotoxicity. After this
assessment we studied the ability of pteropodine and beta-sitosterol to decrease the rate of
sister-chromatid exchanges and micronucleated polychromatic erythrocytes in mice
administered doxorubicin (DX). We also determined its capacity to induce lymphocyte
production in mice as well as its free radical scavenging potential by applying the DPPH
assay. For the first assay, four doses of each compound were tested: 200, 400, 600, and
1000 mg/kg in case of BS, and 100, 200, 300, and 600 mg/kg for PT. The results in regard to
both agents showed no SCE increase induced by any of the tested doses, as well as no
alteration in the CPK, or in the MI. With respect to the second assay, the results obtained
with the two agents were also negative for both the MNPE and the PE/NE index along the
daily evaluation made for four days. In the present study, the highest tested dose
corresponded to 80% of the LD50 obtained for BS and to 78% in the case of PT. For the
second assay we found PT (100-600 mg/kg) to significantly decrease the frequency of SCE
and MNPE in mice administered with 10 mg/kg of DX. Furthermore, we determined that
pteropodine partially corrected bone marrow cytotoxicity induced by doxorubicin, as it
showed an improvement in the rate of polychromatic erythrocytes. Besides, 600 mg/kg of PT
increased 25.8% of the production of lymphocytes over the control value along a 96-hr
assay, and it exhibited a strong capacity to trap the DPPH-free radical (98.26% with 250
microg/ml). BS, in doses from 200 to 1,000 mg/kg, was able to significantly reduce the
frequency of SCE induced by 10 mg/kg of DX in bone marrow cells. The same range of BS
doses also gave rise to a strong reduction in the rate of micronucleated, polychromatic
erythrocytes induced by DX. In addition, we determined an increase in the production of
lymphocytes in mice administered with BS. By means of the DPPH assay. The results
obtained establish that the studied agents have neither genotoxic nor cytotoxic effect on the
model used. Our results establish that PT is an effective antimutagen in the model used, and
suggest that this compound deserves further research in the area of cell protective potential
and its mechanism of action. BS was shown to trap free radicals in a concentration
dependent manner as high as 78.12% using 250 ug/ml. Our research established three
relevant biological activities of PT and BS which show their potential as a chemopreventive
agents.



1. INTRODUCCION

1.1. GENOTOXICIDAD

Todos los organismos vivos estan expuestos constantemente a elementos que por sus
propiedades fisicas, quimicas o biologicas, al ser ingeridos, inhalados, aplicados
tépicamente o inyectados, son capaces de provocar alteraciones organicas,
funcionales y aun la muerte. A menudo, las reacciones dependen de la conversion de
las sustancias absorbidas en un metabolito activo, lo que puede provocar diversos
problemas de salud (1).

En los ultimos afios ha recibido un gran impulso el estudio de los efectos adversos que
causan los quimicos al interferir con la sintesis de los &cidos nucleicos,
particularmente con el DNA, por sus efectos genotoxicos (2). Estos compuestos
pueden reaccionar por si mismos y actuar directamente, o ser biotransformados por
enzimas que los hacen mas electrofilicos, lo que incrementa su reactividad, por lo que
pueden actuar indirectamente, como promutagenos, a partir de alguno de sus
metabolitos. Estos compuestos al interactuar con el DNA pueden causarle dafio, lo
que se traduce en una mutacion o el desarrollo de células cancerigenas (3).

1.2. MUTAGENESIS

Mutagénesis se refiere a diversos cambios que se originan en la secuencia de
nucleétidos del material genético de los organismos y que puede afectar una célula u
organismo en diferentes formas; en otros casos, los cambios afectan la regulacion de
la expresion de los genes, lo que altera la cantidad de la proteina codificada, por lo
que se puede observar sobreproduccion, disminucion o ausencia total de la proteina
involucrada (4).

Se consideran células anormales aquellas que portan una o0 mas mutaciones en
cualquiera de sus genes o tienen una alteracion cromosémica. Las mutaciones pueden
existir tanto en células somaticas como germinales; en el primer caso, puede ocurrir en
cualquier momento de la divisiéon celular y su efecto se manifiesta en la medida que el

material genético involucrado tenga un efecto determinante en el desarrollo o funcién



de un tejido. En el segundo caso dan como resultado una alteracién del
funcionamiento celular normal que puede terminar en una transformacién maligna

(figura 1) (5).
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Figura 1. Esquema de los efectos de las mutaciones.

1.3. ALTERACIONES DEL DNA Y AGENTES INDUCTORES.

Existen agentes fisicos y quimicos, naturales o sintéticos, que pueden dafiar la
estructura del DNA y causarle una gran variedad de lesiones que pueden ser letales o
mutagénicas: la luz ultravioleta, las radiaciones ionizantes, agentes alquilantes,
agentes oxidantes y diversos medicamentos, son algunos ejemplos tipicos que causan
estos efectos. Estos agentes pueden alterar al DNA rompiendo sus cadenas,
eliminando bases, o formando aductos (6).

El dafio al DNA puede manifestarse en efectos visibles, que son detectados por el
analisis citologico de los cromosomas, o en efectos no visibles, que ocurren a nivel de
nucleotidos. En el primer caso las macrolesiones pueden corresponder a cambios en
el nimero de cromosomas (ganancia o pérdida) o alteraciones en la estructura
cromosomica (fracturas, delecién, rearreglos), estos son generados por rompimientos

con o sin rearreglo posterior. En el segundo caso se encuentran las microlesiones que



implican adiciones o deleciones de pares de bases, o substituciéon de un par de base

err6nea en el DNA y que en general se clasifican como transicién o transversion (7).
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Figura 2. Anomalias estructurales cromosémicas



1.4. ANTIMUTAGENESIS

En el transcurso del tiempo, se lleg6 a la identificacion de agentes genotoéxicos fisicos,
quimicos y bioldgicos en préacticamente todas las areas relacionadas con el hombre:
laboral, farmacéutica, alimenticia o de habitos personales, lo que llevé a una especie
de saturacidn genotoxica y, como consecuencia, a la basqueda de estrategias para
evitar o reducir los efectos negativos de estos agentes. Una primera instancia la
proporciond el propio conocimiento de la capacidad genotdxica de los agentes, de tal
manera que dicha informacion hace posible evitar la exposicion a aquellas sustancias
gue no sean indispensables para el ser humano, también permite sustituir el uso de
sustancias mutagénicas por otras inocuas, cuando esto es factible, o bien, modificar la
estructura molecular de los mutdgenos con la idea de que este cambio elimine el
potencial genotoxico (8, 9). En esta busqueda de soluciones surgié el conocimiento de
gque en el universo de agentes quimicos también se encuentran los antimutdgenos o
antigenotéxicos, es decir, aquellos agentes que son capaces de reducir o eliminar
esos efectos genotdxicos que se presentan en los organismos, independientemente de
que éstas sean espontaneas o inducidas (8). El auge de este enfoque se entiende al
considerar principalmente tres aspectos: 1) que la genotoxicidad est4 conectada en
gran medida con la carcinogenicidad, por lo que al prevenir la primera también se
podria evitar el desarrollo del cancer, 2) que el origen del cancer esta relacionado, en
una alta proporcion, con la exposicion a agentes ambientales y 3) que los inhibidores
de genotoxicidad se han encontrado principalmente en plantas y en componentes de
la dieta, lo que sugiere una cierta facilidad para incrementar la exposicion a dichos
inhibidores y, ademas, hacerlo en las condiciones apropiadas desde el punto de vista
cientifico (10). En relacién al ultimo punto, es conveniente mencionar el sefialamiento
hecho por Bruce N. Ames en el sentido de que una alimentacién insuficiente en frutas
y verduras duplica el riesgo de adquirir cdncer y afecciones cardiacas (11). Esta
informacién propicié que en la dltima década se incrementaran los estudios para

identificar antimutagenos con el fin de conocer su potencia, toxicidad y mecanismo de



accion, como base para colocarlos en programas preclinicos y clinicos de
quimioprevencion. Para ubicar la importancia de este enfoque conviene sefialar que en
los ultimos afios se han hecho reuniones internacionales para evaluar los alcances de
esta estrategia, en las que, como conclusiones generales se ha determinado que la
efectividad antigenotoxica varia desde poca hasta muy alta, que estos agentes pueden
ser de facil acceso para el hombre, que su accién se presenta principalmente contra
mutagenos especificos y que la forma en que actlan es variable, incluyendo procesos
extracelulares e intracelulares, que van desde impedir la formacién del mutdgeno (en
los premutdgenos), hasta participar en la reparacién del ADN o en la eliminacién de la
transformaciéon maligna. También se ha sefialado que existen serios problemas, por
ejemplo, la dificultad para encontrar antimutdgenos que actlen contra una amplia
gama de mutagenos, la posibilidad de que el efecto se revierta al modificar las dosis y
condiciones experimentales y las numerosas interacciones quimicas que se pueden
producir en un organismo tan complejo como el hombre, tanto para el mutdgeno como
para el inhibidor (12, 13).
En general los antimutdgenos pueden inactivar al mutageno al unirsele (desmutageno)
0 suprimir su accién una vez que actta sobre el DNA (bioantimutageno).
Las sustancias antimutagénicas pueden actuar de diversas maneras, algunas se
mencionan a continuacion (14):

e Inhibidores en sitios extracelulares (desmutagenos).

¢ Inhibidores de la incorporacién de los mutagenos y sus precursores.

e Inhibidores de la formacién enddégena del mutageno.

¢ Inactivacion del mutdgeno por reacciones fisicas o quimicas.

¢ Inhibidores que actdan a nivel intracelular.

e Moduladores del metabolismo

a) inhibidores de la activacién de promutagenos y

b) inductores de detoxificacion.



e Bloqueadores de moléculas reactivas.

e Moduladores de la replicacion y de la reparacion (bioantimutagenos).

e Inhibidores del inicio de la transformacion hacia células neoplésicas.
1.5. SISTEMAS DE PRUEBAS PARA IDENTIFICAR LESIONES GENOTOXICAS
La Environmental Protection Agency (EPA) propone tres categorias en la selecciéon de
sistemas de evaluacion de la genotoxicidad, las que se enumeran a continuacion (15):

1.5.1. PARA DETECTAR MUTACIONES GENICAS:

a) Bacterias.

b) Levaduras.

C) Insectos.

d) Células sométicas de mamiferos en cultivo.
e) Prueba del locus especifico de raton.

1.5.2. PARA DETECTAR ABERRACIONES CROMOSOMICAS:

a) Pruebas citogenéticas in vivo en mamiferos.
b) Pruebas en insectos para detectar efectos cromosémicos hereditarios.
C) Ensayo del dominante letal en roedores.

1.5.3. PARA DETECTAR DANO PRIMARIO AL DNA.

a) Reparacion del DNA en bacterias.

b) Sintesis de reparacién de DNA no programada en células de mamifero.
C) Intercambio de cromatidas hermanas.

d) Micronucleos

1.5.3.1. INTERCAMBIO DE CROMATIDAS HERMANAS.

Uno de los métodos utilizados es la prueba de intercambio de cromatidas hermanas
(ICH), la cual es selectiva de una de las fases de la mitosis. Esta es una prueba que
detecta el intercambio de segmentos de sitios de ubicacion homologos entre las
crométidas que forman un cromosoma y que no resulta en una alteraciéon morfolégica
del mismo (16). Desde el punto vista molecular, éstos consisten en el intercambio de

doble banda entre las moléculas del DNA de las cromatidas hermanas. Debe



enfatizarse que esta prueba se puede realizar aun cuando el segmento dafiado sea
muy pequefio. Para desarrollarla el material genético se incuba en presencia de
bromodesoxiuridina (BrdU), la cual es incorporada al DNA de los cromosomas en el
momento de su replicacion.

El tipo y numero de ICH se analiza en los cromosomas de segunda divisidbn en
metafase por medio de microscopia de luz con tincion diferencial (17). El incremento
en la frecuencia de aparicién de los ICH de primera divisién indica que hay lesiones
persistentes que probablemente no son reparables y que son capaces de producir ICH
en dos ciclos de division subsiguiente. Si se analizan cuatro ciclos celulares
consecutivos y aparecen los ICH, es posible que este fendmeno sea la expresion de
un proceso de reparacion deficiente de las lesiones inducidas en el DNA. También es
factible sea la consecuencia de un proceso que permita a la célula dividirse, aln en
presencia de lesiones en su DNA. De ser asi el proceso puede ingerir la formacion de
mutaciones y su correlacion con la formacion de células cancerosas, ya que las
lesiones persisten por mas de cuatro ciclos celulares (18).

En humanos se estima una frecuencia de 1 a 3 intercambios por metafase, la cual
puede incrementarse en forma significativa en individuos expuestos a algun agente
genotoxico. La frecuencia se registra por célula y por cromosoma, pudiéndose

identificar sencillos, dobles y triples (figura 3) (19).
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Figura 3: Intercambio de Cromatidas Hermanas.



1.5.3.2. MICRONUCLEOS

Los microndcleos (MN) son corpusculos intracitoplasmaticos de cromatina, separados
del nucleo principal que se forman a partir de la ruptura de fragmentos cromosomicos
acéntricos, o bien derivan de aquellos cromosomas que sufren un rezago anafésico, lo
que se traduce en la aparicibn de una pequefia condensacion de material
cromosomico en células anucleadas como los eritrocitos, o también en el citoplasma
de células nucleadas como los linfocitos o las espermatogonias (figura 4) (20). Evans 'y
col. (1959) fueron los primeros en cuantificar los MN como método para la
identificacion de dafio citogenético inducido con rayos gamma en presencia y
ausencia de oxigeno. Estos autores observaron un incremento del 60% en la
formacion de fragmentos de cromosomas acéntricos en la mitosis. Estos fragmentos
son excluidos del nicleo y se ubican en el citoplasma de células hijas (21). La
frecuencia de aparicion de eritrocitos policroméaticos micronucleados realizado en
médula ésea de raton (EPCMN) es también un indicador de dafio citogenético (22), en
base a este trabajo fue posible el desarrollo de una prueba simple in vivo, en donde la
identificacion de EPCMN, nos permite evaluar el dafio citogenético, esta prueba es

ampliamente usada y referida como “Prueba de Micronucleos” (23).
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6. DOXORRUBICINA

La doxorrubicina (DX) (Fig 5) es un antineoplasico clasificado dentro de los antibiéticos
de la antracilina. Es efectivo para casos de leucemia aguda, linfomas malignos y
tumores sélidos, como el cancer de mama. Este compuesto posee la capacidad de
intercalarse con el DNA vy alterar su funcionalidad. Produce rupturas simples y dobles
en la cadena del DNA asi como intercambio de crométidas hermanas, entre otros
dafos. La escisién del DNA parece estar mediada por la accion de la topoisomerasa |l
(24). Al respecto las antraciclinas reaccionan con la citocromo P450 reductasa, en
presencia del fosfato da la NADPH para formar radicales semiquinona intermediarios,
gue a su vez pueden reaccionar con oxigeno para producir radicales aniénicos
superéxido y generar perdxido de hidrogeno y radicales hidréxido (OH), que son
altamente nocivos para las células. La produccién de radicales libres esta estimulada
en forma significativa por la interaccion de la DX con el hierro. Adema4s, las reacciones

intramoleculares de transferencia de electrones por los intermediarios semiquinonas



dan lugar a la produccion de otros radicales y por lo tanto a potentes agentes
alquilantes (25). Las antraciclinas también pueden interactuar con las membranas
celulares y alterar sus funciones; entre las que destaca la DX y se administra en
general por via intravenosa y es rapidamente captada por el corazoén, rifiones,
pulmones y bazo. No atraviesa la barrera hematoencefalica y se elimina por
conversion metabdlica en una variedad de productos menos activos o inactivos, como

doxorrubicinol, y agluconas (25).

Figura 5. Doxorrubicina

1.7. RADICALES LIBRES

El término se aplica a especies guimicas independientes con uno o mas electrones
desapareados. Esta situacion es energéticamente inestable, de tal forma que son
altamente reactivos; y solo logran su estabilidad energética mediante la remocién de
electrones y por lo tanto la oxidacion de moléculas localizadas en el medio (26).
Existen diferentes tipos de radicales libres (RL); los que tienen uniones covalentes se
denominan compuestos electrofilicos y forman aductos en glutation, proteinas, lipidos,
carbohidratos y acidos nucleicos, como en el caso de la DX. Otro tipo de interacciones
con estas sustancias endogenas es la no covalente, unidén que se realiza por las
diferentes especies reactivas de oxigeno (ERO), que pueden desencadenar
reacciones secuenciales de tipo redox, que inducen oxidacion de lipidos, proteinas y

acidos nucleicos (27).
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1.8. ANTIOXIDANTES
En condiciones fisioldgicas, los RL generados son detoxificados a través de
mecanismos antioxidantes, de tal forma que existe un equilibrio entre fendGmenos
prooxidantes y antioxidantes. Los antioxidantes se obtienen por el consumo de frutas y
verduras, sin embargo, bajo ciertas circunstancias este equilibrio se altera; por ejemplo
el exceso en la produccién de Especies Reactivas del Oxigeno (EROs), esta situacion
se denomina estrés oxidativo, lo que se define como una situacion en la que existe
tanto un aumento en la velocidad de generacién de especies reactivas del oxigeno
como una disminucion de los sistemas de defensa, lo que resulta en una mayor
concentracion, en estado estacionario, de EROs. Es en esta situacion de estrés
oxidativo en la que se manifiestan las lesiones que producen los radicales libres. Estos
reaccionan quimicamente con lipidos, proteinas, carbohidratos y ADN al interior de las
células, y con componentes de la matriz extracelular, por lo que pueden desencadenar
un dafio irreversible que, si es muy extenso, puede llevar a la muerte célular (fig. 6)
(28). Los antioxidantes sintetizados en el organismo los constituyen las enzimas y
proteinas unidas a metales, como la superoxido dismutasa, la catalasa, la glutation
eroxidada y las enzimas de reparacion del ADN. Algunos antioxidantes que se han
identificado son las vitaminas A, C, D y E, el selenio, compuestos polifendlicos,

flavonoides, esteroles y terpenos (29).
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Figura 6. Estrés oxidativo y dafio celular al ADN

1.9. INMUNOGENETICA Y SU RELACION CON LA PROTECCION CELULAR

El conocimiento inmunolégico es especialmente necesario en el campo de la
terapéutica de tumores, particularmente en el uso equilibrado de la cirugia y la
radioterapia. Ademas, el conocimiento inmunitario en otras especialidades ha
permitido entender con mas precision los mecanismos mediante los cuales un solo
agente etiolégico puede producir un amplia gama de manifestaciones clinicas
diferentes. Un complejo sintomatico completamente diferente, causado por complejos
inmunitarios solubles que reaccionan con el complemento en forma de cascada, se
encuentran en aquellas reacciones en las que interviene la de los linfocitos
especificamente sensibilizados con el antigeno como parte de una reaccion mediadas
por células o de hipersensibilidad retardada. La respuesta inmunitaria, una vez
producida “recuerda” al antigeno, y en las futuras “exposiciones” o encuentros con él
puede surgir la reaccién, pero con mayor intensidad. Esta “memoria” inmunoldgica
varia con el tipo y lapso de la exposicidn y la reaccién desencadenada. La respuesta
inmunitaria es funcién del sistema linfoarticular, conocido también como sistema
inmunitario. En el ser humano la respuesta inmunitaria esta compuesta de dos

mecanismos principales inmunidad mediada por células (celular), e inmunidad
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mediada por anticuerpos (humoral) (Fig. 7) (30). Ambas respuestas poseen un alto
nivel de especificidad orientada a epitopos antigénicos expresados en componentes
moleculares de agentes infecciosos, células heter6logas (de trasplante) o
transformadas (cancerosas), incluso células autélogas (autoinmunidad). Se acepta que
las dos son mediadas por sistemas celulares independientes, y a pesar de que tienen
identidad separada, en muchas formas son interdependientes. Los anticuerpos son
globulinas especificas que forman un complejo con el antigeno que desencadend su
produccioén, son sintetizados basicamente por las células plasmaticas derivadas de los
linfocitos B en los ganglios linfaticos y se clasifican en inmunoglobulinas (Igs). También
se les llama globulinas gamma. Existen cinco principales Igs y cada una de ellas,

media una respuesta inmunitaria, de manera diferente (31).

Presentacion
. EpitDst M I:II:II' .EI:"JPC TCR

Antigeno -#' s - . . w"v. RFSPUESTA
: -y y CELULAR.
Presmtan:ilj\ |
directa

RESPUESTA
HUMOEAL

Figura 7. Respuesta celular y humoral a antigenos.

1.10. LINFOCITOS:

Los linfocitos son células de alta jerarquia en el sistema inmune, principalmente
encargadas de la inmunidad especifica o adquirida. Con el nhombre de linfocitos se
engloban diferentes tipos de células linfoides, que encierran diferencias estructurales y

funcionales aun no bien esclarecidas. Las funciones del sistema linfatico son en
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general la produccion de anticuerpos circulantes y la expresion de la inmunidad
celular, refiriéndose esto Ultimo al autorreconocimiento inmune, hipersensibilidad
retardada, rechazo de los injertos y reacciones injerto contra huésped (32).

Dos tipos funcionalmente diferentes de linfocitos han sido descritos: los linfocitos T o
timo-dependientes y los linfocitos B 0 médula ésea dependientes. Aproximadamente el
70 a 80% de los linfocitos en sangre periférica muestran caracteristicas de células T.
Estos tienen una vida media de varios afios, asi como una gran capacidad y velocidad
para recircular entre la sangre y los tejidos. También almacenan y conservan la
"memoria inmunolégica" (células T de memoria). Ademas, una vez activadas, son las
células efectoras o ejecutoras (células asesinas) de la inmunidad celular y secretan
sustancias biolégicamente activas (linfoquinas) que sirven de mediadores solubles de
inmunidad en la respuesta inflamatoria (33).

Los Linfocitos B son un tipo celular que cumple mdltiples funciones en el
mantenimiento de la inmunidad, se originan y maduran en medula 6sea pero una vez
gue han completado estos cambios se ubican en los ganglios linfaticos, donde se
activan en presencia de un agente extrafio, con la ayuda de otro tipo celular, los
Linfocitos T CD4 + o Linfocitos T ayudadores; aunque bajo ciertas circunstancias
pueden hacerlo en ausencia de estos. Las células B durante su maduracion expresan
diferentes moléculas de superficie que son Uutiles para su identificacion y
conocimiento de su capacidad funcional. Estas células se localizan fundamentalmente
en los 6rganos linfoides. Tienen receptores para antigenos especificos y, por tanto,

pueden reconocer y responder al que se les presente (figura 8) (34).
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Figura 8. Linfocitos B y Linfocitos T

En general, los linfocitos se encargan de la produccion de anticuerpos y de la
destruccién de células anormales. Estas respuestas ocurren en el interior de los
organos linfoides, los cuales, para tal propésito, deben suministrar un entorno que
permita la interaccion eficiente entre linfocitos, macréfagos y antigeno.

1.11. MEDICINA TRADICIONAL Y Uncaria tomentosa

En el territorio de Ibero-América se asientan practicamente todos los tipos de
vegetacion conocidos, lo que ha sido aprovechado por la medicina tradicional para
utilizar numerosas especies con actividad curativa. Originalmente casi todos los
medicamentos fueron preparados por trituracion y mezcla de partes de plantas; tallo,
albura, corteza, raices, semillas son algunos ejemplos. Si el producto se emplea sin
mucho refinamiento, como las hojas molidas o la savia pulverizada seca, recibe el
nombre de farmaco en bruto. En esta forma contiene muchos materiales extrafios sin
caracter medicinal, y a pesar de que este material es inerte en su mayor parte puede
irritar a los tejidos (35, 36). En este tipo de farmacos hay sustancias conocidas como
principios activos de los que depende su actividad basica, los cuales varian en

naturaleza y efecto, dentro de los que se encuentran los alcaloides que son sustancias
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organicas que reaccionan con un &cido para formar una sal, y los glucdsidos que son

principios activos que al descomponerse forman azucares con una glicona (37).

En afios recientes se ha conceptualizado a los medicamentos en funcion de formulas
quimicas orientadas a enfermedades o funciones corporales especificas. A los
agentes seleccionados se les mide su pureza, se realizan estudios en animales para
medir su eficacia y falta de toxicidad y después se someten a ensayos clinicos en
seres humanos (38). Dentro de los vegetales se encuentra una planta conocida
comunmente como “ufia de gato, saventario, matapulgas, o chivito” y pertenece a la
familia de las rubiaceas con el nombre de Uncaria tomentosa (UT) y a pesar de que se
le han atribuido muchas propiedades curativas, existen pocos estudios cientificos al
respecto. La UT es una planta originaria de Peru de la cual se utiliza en la actualidad
con mucha frecuencia el polvo de la semilla y el extracto de la corteza o raiz, y aunque
se han aislado algunos de sus componentes principales como pteropodina (PT) y beta-
sitosterol (BS), no existen estudios que expliquen el mecanismo de accion de estas
sustancias o que se refieran de una manera mas concreta a sus efectos en el ser
humano, ya sean benéficos o dafiinos, esta planta ha sido utilizada desde hace medio
milenio por los indios de Perl, como tratamiento para diversos padecimientos vy
actualmente se utiliza en diversas partes mundo por sus propiedades curativas en
medicina tradicional, principalmente para el tratamiento de cancer, bursitis, gastritis,
enfermedades reumaticas, artritis, diversas dermopatias, enfermedades del sistema
respiratorio y como inmunoestimulante. En México la planta crece a orilla de los rios
en algunos estados como Chiapas, Guerrero y el Estado de México, y la cultivan como
planta de ornato en algunas poblaciones, siendo las caracteristicas taxondmicas
similares a la que se cultiva en Perd. En 1975 Phillipson y Hemminway, aislaron
algunos de sus componentes por espectroscopia y cromatografia identificaron la
presencia de oxindoles (39, 40). En 1976 Matta y col. identificaron a 5 compuestos

conocidos como pteropodina, especiofilina, isopteropodina, uncarina F e isomitrafilina,
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todos pertenecientes al grupo de alcaloides oxinddlicos, ademas la epicatequina y
cuatro procianidinas diméricas se encontraron como constituyentes de la fraccion
polifendlica del extracto de la planta. (41). En 1988, Chapuis y col. demostraron que
260 extractos de UT no fueron citotoxicos (42). En 1989, Senatore demostré la
presencia de beta-sitosterol (60%), estigmasterol y campesterol en UT (43). En forma
paralela a estos estudios se desarrollé la teoria que consideraba a la carcinogénesis
etioldgicamente relacionada con la mutagénesis, y por otro lado, surgieron datos
referentes a que los tumores malignos eran originados por mutagenos ambientales.
Conceptos que hicieron que se desarrollara la linea de investigacion sobre la
prevencién quimica del cancer. Al respecto la UT ha resultado util, se descubrié que
inhibia la capacidad mutagénica utilizando fotomutagénesis con metoxaleno en
Salmonella Typhimurium (44). Hacia 1990 Lemaire y Col. iniciaron investigaciones en
células de organismos superiores, en células humanas y en macréfagos de ratas
donde se observl que UT estimula la produccion interleucina 1 y 6 (45). Por otra parte
Sheng y col. comprobaron que tiene efecto apoptésico e inhibe la proliferacién de

células tumorales (46).

En el tratamiento del cancer cervicouterino se ha observado que diminuye el numero
de sitios especificos receptores de estrégenos y en el estbmago ha tenido accion
antiinflamatoria (47), hasta la fecha sin embargo no existen estudios en mamiferos in

Vivo, para evaluar la genotoxicidad y/o antigenotoxicidad relacionadas con la planta.

1.12. OXINDOLES PENTACICLICOS

Los oxindoles son compuestos nitrogenados que se encuentran en algunos vegetales
cruciferos. Estudios experimentales demuestran que estas sustancias tienen un efecto
protector contra los canceres de las glandulas mamarias, del colon y de otros érganos
(48). En Uncaria tomentosa se han aislado alcaloides oxindodlicos, los cuales han
demostrado efecto citostatico, ademas de un efecto inmunoestimulante y

antiinflamatorio (49). Asimismo se comprob6 que aumentan la actividad fagocitica de
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los granulocitos (50). Recientemente se encontré que los alcaloides pentaciclicos de la
UT inducen a las células endoteliales humanas a liberar el factor de regulacion de la
proliferacién linfocitica (51). Se demostré que la base antitumoral de la UT est4 en la
presencia de una serie de alcaloides de tipo oxinddlico, entre los que destaca la

pteropodina, o uncarina C (fig. 9).

™ COOCH;3;

(b)

Figura 9. Estructura quimica de pteropodina

1.13. ESTEROLES

Los esteroles son compuestos derivados de plantas y en general, todos los alimentos
de origen vegetal contienen cierta cantidad de esteroles. En el régimen alimenticio
occidental, las principales fuentes de esteroles son los aceites vegetales y los
productos industrializados, como las margarinas (52). Se ha identificado un minimo de
44 esteroles siendo mas frecuentes el beta-sitosterol, campesterol y estigmasterol. La
estructura quimica de estos compuestos se diferencia con la del colesterol por la
presencia de un metilo o un grupo de etilo adicional y doble enlace. Los esteroles han
sido bien tolerados en numerosos ensayos clinicos que se realizaron en mas de 1800

personas con dosis de hasta 25 g por dia. Los estudios han establecido que por lo
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menos 1 gramo de esterol en forma de éster puede originar una reduccién
estadisticamente significativa del colesterol (48, 53). Algunas investigaciones han
revelado que los esteroles bloquean el desarrollo de tumores en el colon, de glandulas
mamarias y de prostata (54). Los mecanismos por los cuales ocurre no estan
claramente establecidos, pero se conoce que alteran los mecanismos de transferencia
a través de la membrana celular durante el crecimiento de tumores y reducen la
inflamacion (55). Ademés, se les atribuye un efecto antioxidante que se debe
principalmente a la presencia de tocoferoles naturales, siendo significativa la presencia
de delta-tocoferol, que es el isdmero de mayor actividad, este efecto es potenciado por

los fitosteroles naturales como beta-sitosterol, campesterol y estigmasterol (fig. 10)

(56).

Figura 10. Esteroles
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1.14. BETA-SITOSTEROL

Es un fitosterol con estructura similar a la del colesterol de la grasa animal, se
diferencia por la presencia de un grupo etil en la cadena lateral (fig. 2). Todas las
plantas, incluyendo las frutas, verduras, granos, especias y semillas poseen este
compuesto. Los aceites de plantas son una fuente particularmente rica en beta-
sitosterol, el cual se utiliza en el tratamiento de hipercolesterolemia, asi como para
modular la funcién inmune, la inflamacién e interviene en el control de la produccién de
citocinas. La investigacion también ha demostrado que el beta-sitosterol ayuda a
normalizar la funcion de linfocitos del T-cooperadores y células supresoras (fig. 11)

(57, 58).

CH,CH3

CHj3

HO

(a)

Figura 11. Estructura quimica de beta-sitosterol

2. JUSTIFICACION

La UT es una planta que utiliza el hombre para el tratamiento de diversos problemas
de salud, que incluyen afecciones de tipo inflamatorio y el cancer. Ademas, algunos
estudios con extractos de la planta han mostrado efectos antigenotdxicos. Dos de sus

componentes son la pteropodina y el beta-sitosterol, agentes que han mostrado
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algunas propiedades biomédicas que sugieren su participacién en las propiedades
curativas de UT y por lo tanto, la conveniencia de estudiarlos en forma especifica. En
particular, es indispensable determinar su capacidad para inhibir el dafio producido al
DNA para considerarlos como candidatos para la quimioprevencion del cancer, ya que,
en general, esta afeccion se caracteriza por alteraciones en el material genético. Por
otra parte, el presente estudio antigenotdxico es el primero que se efectla in vivo con
los compuestos seleccionados y que evaluara si dicha accién se relaciona con la
capacidad de los compuestos como atrapadores de radicales libres, efecto que se
pondria de manifiesto al actuar contra el mutageno seleccionado, la Doxorrubicina, asi
como por los resultados con el ensayo de DPPH. El proyecto por lo tanto, también nos
ayudara a estudiar un probable mecanismo de accién de los compuestos y abrira una
nueva linea de investigacion sobre las bases cientificas que expliquen las propiedades
biomédicas de BSy PT.

3. HIPOTESIS

Si el extracto de Uncaria tomentosa ha presentado efecto antigenotdxico,
antioxidante e inmunoestimulante in vitro, es posible que sus componentes

mayoritarios pteropodina y beta-sitosterol tengan propiedades similares in vivo

4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL
Evaluar el potencial antigenotdxico, antioxidante e inmunoestimulante de la
pteropodina y el beta-sitosterol.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Evaluar la capacidad de los compuestos para reducir la frecuencia de intercambio
de croméatidas hermanas inducidas por la doxorrubicina en raton.

b) Determinar el efecto de los compuestos sobre probables cambios provocados por
la doxorrubicina en la cinética de proliferacion celular y el indice mitotico en raton

¢) Evaluar la capacidad de los compuestos para reducir la frecuencia de EPMN
inducidos por la doxorrubicina en ratén .

d) Investigar el potencial de pteropodina y beta-sitosterol para atrapar radicales libres
vitro

e) Estudiar el efecto de pteropodina y beta-sitosterol como inductores de la

proliferacién de linfocitos de raton
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5. MATERIAL

5.1. Material

5.1.1. Material bioldgico: Ratones de la cepa CD1 con un peso promedio de 25 g

5.1.2. Material de laboratorio y equipo:

Bata, cubrebocas y guantes desechables, jeringas, material de vidrio necesario para
realizar el ensayo, tableteadora, equipo de diseccién, engrapadora quirdrgica,
microscopio  optico, centrifugas, vortex, gasas estériles, algoddn, estufa,
potencidometro.

5.1.3. Soluciones y colorantes:

Solucién de KCI 0.075 M, solucién reguladora de fosfato-citrato: 14.19 g de fosfato
disodico heptahidratado diluido en 1000 ml de agua destilada, adicionando &cido
citrico (5.25 g/50 ml), hasta obtener un pH de 7.0.

Solucién salina citrato: 17.53 g de cloruro de sodio y 8.82 g de citrato de sodio se
disolvieron en 1 000 ml de agua destilada.

Solucién reguladora de fosfatos: * Solucion A: Fosfato de potasio monobasico 0.3 M.,
*Solucion B: Fosfato de sodio dibasico 0.3 M., +Se mezclaron 3 partes de solucion A
con 2 partes de la solucion B. Colorante Hoescht (100 pg/ml), protegida de la luz.
Colorante Giemsa: 5 ml de solucion de fosfatos (A+B) y 2 ml de colorante Giemsa en

43 ml de agua destilada.

6. METODOLOGIA

El trabajo se efectu6 en ratones machos de la cepa CD1, con un peso promedio de 25
g. Para cada compuesto se hicieron cuatro determinaciones: la dosis letal media, la
genotoxicidad y citotoxicidad, la antigenotoxicidad de pteropodina y beta-sitosterol en
presencia de doxorrubicina y el recuento de linfocitos totales en frotis sanguineo.
Asimismo se evalu6 el efecto antioxidante de ambos compuestos mediante la técnica

con el radical DPPH. Los animales se colocaron en jaulas metélicas con ciclos de 12
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horas de luz-oscuridad en grupos de 5 individuos y con libre acceso al agua y alimento
(purina). La via de administracion fue intraperitoneal (IP).
6.1. DETERMINACION DE LA DOSIS LETAL CINCUENTA (DLsy) DE

PTEROPODINA'Y BETA-SITOSTEROL.

Para cada compuesto se seleccionaron previamente al azar 9 animales los cuales se
dividieron en tres lotes con 3 ratones cada uno y se les administré por via
intraperitoneal (IP) las dosis de 10, 100 y 1000 mg/Kg. del compuesto (PT o BS) al lote
correspondiente, cuantificando la mortalidad con cada una de las dosis. Los animales
se mantuvieron en observacion durante 14 dias, se contabilizaron el nimero de
animales muertos y se mantuvo en observacion a los animales vivos. Al término de
ese periodo y siguiendo la metodologia descrita por Lorke (1983) (59) se consultaron
las tablas de dosis de acuerdo con los resultados obtenidos, para determinar la dosis
con la que se continuaria el estudio, las cuales fueron 4 dosis (150, 250, 350 y 450
mg/kg) el resultado de esta segunda etapa se utilizé para obtener la DL50 de cada una
de las sustancias.

6.2. DISTRIBUCION DE LOS GRUPOS EXPERIMENTALES

En la tabla 1 y 2 se indican los tratamientos de cada grupo experimental en los
ensayos realizados con pteropodina y beta-sitosterol (genotoxicos, antigenotdxico y
recuento total de linfocitos). Cada grupo se form6 con 5 ratones y la via de
administracion fue IP. En los grupos combinados, se administr6 doxorubicina y 30

minutos después las diferentes dosis de pteropodina o beta-sitosterol.
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Tabla A: Pteropodina

Ensayo genotoxico

Ensayo antigenotéxico

Recuento total

linfocitos

de

Agua destilada 0.45 ml
PT 100 mg/kg
PT 200 mg/kg
PT 300 mg/kg
PT 600 mg/kg

Dox 10 mg/kg

Agua destilada 0.45 ml

PT 100 mg/kg + dox 10 mg/kg
PT 200 mg/kg + dox 10 mg/kg
PT 300 mg/kg + dox 10 mg/kg
PT 600 mg/kg + dox 10 mg/kg

Dox 10 mg/kg

Agua destilada 0.45 ml
PT 100 mg/kg
PT 200 mg/kg
PT 300 mg/kg
PT 600 mg/kg

Interferon alfa 0.01 pl/kg

Tabla B: Beta-sitosterol

Ensayo genotoxico

Ensayo antigenotéxico

Recuento total

linfocitos

de

Aceite mineral 0.45 ml
BS 100 mg/kg
BS 200 mg/kg
BS 300 mg/kg
BS 600 mg/kg

Dox 10 mg/kg

Aceite mineral 0.45 ml

BS 200 mg/kg + dox 10 mg/kg
BS 400 mg/kg + dox 10 mg/kg
BS 600 mg/kg + dox 10 mg/kg
BS 1000 mg/kg+ dox 10 mg/kg

Dox 10 mg/kg

Aceite mineral 0.45 ml
BS 200 mg/kg
BS 400 mg/kg
BS 600 mg/kg

BS 1000 mg/kg

Interferon alfa 0.01 ul/kg

24




los procedimientos que se emplearon para identificar la genotoxicidad vy
antigenotoxicidad de la pteropodina y beta-sitosterol, fueron con las técnicas

citogenéticas para ICH y MN que a continuacién se describen:

6.3. TECNICA DE INTERCAMBIOS DE CROMATIDAS HERMANAS

6.3.1. Obtencién de la médula 6sea del ratén

Se prepararon tabletas de 45 mg de 5-bromodesoxiuridina (5BrdU), las cuales se
recubrieron con parafina en un 60%, elaborandose una tableta para cada ratén.

Previa aplicacion de anestesia por inhalacién con éter, se procedié a realizar una
pequefia incisidn en la region abdominal del ratén, para implantar subcutdneamente
una tableta de 5BrdU. Se consideré este momento como la hora cero del tratamiento
(0 h). Después de 60 minutos y para el ensayo genotdxico se realiz6 la administracion
IP de las dosis de trabajo de PT doxorrubicina y el vehiculo (Tabla A) y las diferentes
dosis de BS (Tabla B), para el ensayo antigenotéxico 30 minutos después de la
aplicacion de las dosis de tratamiento de PT y BS, se administro 10 mg/kg de
doxorrubicina a los mismos grupos por via intraperitoneal (tabla A y B).
Transcurridas 21 horas de implantada la tableta de 5BrdU se administrd por via
IP 5 mg/Kg. de colchicina a cada ratén. Concluidas 23.45 horas, se procedié a
sacrificar a los ratones por dislocacion cervical, para inmediatamente extraerles la
médula 6sea de ambos fémures con una solucion de KCI 0.075 molar, e incubar cada
una de las muestras a 37 grados centigrados durante 30 minutos. Posteriormente se
centrifugd la suspension celular durante 15 minutos a 1,500 rpm; se retir6 el liquido
sobrenadante y se resuspendid el paquete celular, realizando la fijacion con una
solucion de metanol:acido acético (3:1). Se repiti6 la fijacibn 2 veces mas.
Posteriormente se procedio a la elaboracion de laminillas en un portaobjetos humedo,
dejando caer a cierta distancia 1 o 2 gotas de la muestra y verificando la dispersion

celular y cromosémica (60).
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Figura 12. Esquema del desarrollo de la técnica de Intercambio de Cromatidas
Hermanas

6.3.2. Tincioén diferencial de las cromatidas

El primer paso consistié en una tincion con el colorante Hoescht 33258.
Las laminillas se colocaron en una solucion de fosfato-citrato y se expusieron a luz
negra. Las células se lavaron con una solucién salina citrato. Finalmente se tifieron

con una solucién Giemsa al 2% (60).

6.3.3. Observacion microscopica (figura 13)

Para cada uno de los ratones en estudio se efectud el siguiente analisis citogenético:

- Determinacion de la frecuencia de ICH en 60 metafases de segunda division.
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- Evaluacion de la cinética de proliferacion celular en 100 metafases, contabilizando el
namero de mitosis en primera, segunda y tercera divisién.

- Determinacioén del indice mitético en 1000 células.

Figura 13. Cromosoma obtenido con la técnica de ICH
6.3.4. Analisis estadistico
Se usaron las pruebas de analisis de varianza (ANVA) unifactorial para comparar los
diferentes grupos de tratamiento y los diferentes parametros de evaluacion.
Posteriormente se utiliz6 la Xi cuadrada para evaluar la significancia estadistica de la
cinética de proliferacion celular, asi como la T de Student para comparar los diferentes

grupos de tratamiento (61).
6.4. TECNICA DE MICRONUCLEOS

Para el ensayo genotoxico se realizo la administracion por via intraperitoneal a cada
raton en los diferentes grupos las dosis de prueba de PT y BS, asi como el vehiculo
en el grupo control negativo y la doxorrubicina en el grupo control positivo. Para el
estudio antigenotoxico 30 minutos después de la aplicacion de las dosis de
tratamiento, se administro 10 mg/kg de doxorrubicina a los que se les administré6 PT o
BS por via intraperitoneal (figura 15). La recoleccion de muestras sanguineas se
realizo cada 24 hrs. desde 0 hasta las 96 horas, a través de un corte de 1 mm de la

cola de los ratones y se realizaron frotis sanguineos, que para su fijacion se colocaron
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durante 5 minutos en vasos Koplin conteniendo metanol, posteriormente se tifieron

con el colorante Giemsa al 4% en amortiguador de fosfatos con pH 6.4 (62).

Figura 14: Eritrocito policromatica observado en microscopio electrénico

Se realiz6 el analisis microscopico de los frotis (figura 14), utilizando el objetivo de
inmersién para cuantificar el nUmero de microndcleos presentes en 1000 eritrocitos,
utilizando la técnica de lectura escalonada en almenas que se utiliza ordinariamente

en el recuento diferencial leucocitario, finalmente se realizé en analisis estadistico.

6.5. RECUENTO DIFERENCIAL DE LINFOCITOS

En este ensayo se realizo la administracién de las 4 dosis de tratamiento con PT y BS
por via intraperitoneal, asi como agua destilada en el grupo control negativo y se utilizé
interferon alfa en el grupo control positivo. La recoleccion de muestras sanguineas se
realiz6 cada 24 hrs. hasta las 96 horas, a través de un corte de 1 mm de la cola de los
ratones y se procedi6 de la siguiente manera (63):

1. La gota de sangre se colocé en el extremo de una lamina limpia.

2. Otra lamina de borde liso se coloca en angulo de 45° sobre la gota dejando que la

sangre se extienda sobre el bordo més angosto e inclinado de ésta.
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3. Luego se procede a deslizarla suavemente hacia el extremo opuesto tratando de
arrastrar la gota en forma constante y uniforme dejando una pelicula fina de sangre
homogéneamente distribuida.

4. Una vez se logra adecuadamente este procedimiento se dejo secar.

5. Luego se coloco la preparacion en un soporte y el cual se cubre con el colorante de
Wright, dejandolo por espacio de 5 minutos.

6. Posteriormente se le aflade agua en partes iguales hasta obtener un brillo metalico,
dejando 6 minutos adicionales.

7. Finalmente se lavé con agua corriente y se dej6 secar.

Finalizado la preparacion de la lamina, se realizé un recuento diferencial de globulos
blancos en 200 células, posteriormente con el nimero total de leucocitos por mm3 se

obtiene el valor absoluto y tanto por ciento de cada tipo celular (figura 15).

Figura 15: Linfocitos observados en frotis sanguineo de ratén.

6.7. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE PTEROPODINA Y BETA-
SITOSTEROL IN VITRO

La capacidad de PT y BS para capturar radicales libres se evalué con la técnica que
mide la pérdida de color del 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH), el cual es un radical libre
estable y colorido, de tal manera que cuando un antioxidante captura al electron del

DPPH, el radical se desestabiliza y por lo tanto pierde color (64).
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Se prepard una mezcla de reaccién que contenia DPPH (86 umol/L) y PT en diferentes
concentraciones (0.02, 0.04, 0.06, 0.08 y 0.1 mM). Las muestras permanecieron en
reposo 10 min a temperatura ambiente y las absorbencias se leyeron con una longitud

de onda de 517 nm .

7. RESULTADOS
7.1. PTEROPODINA
7.1.1. EVALUACION GENOTOXICA

La DL50 para pteropodina fue de 771 mg/kg. Los resultados muestran que pteropodina
no es inductor de ICH, observandose un comportamiento similar al testigo negativo
con las cuatro dosis de prueba, cuyos valores se ubicaron entre de 1.08+0.57 y
2.03+0.27 (tabla 1) sin significancia estadistica, el testigo positivo administrado con el
antineoplasico doxorrubicina mostrdé un incremento significativo (p<0.05) comparado
con todos los grupos tratados, cuyo valor se ubico en 14.06+0.68 (tabla 1). En la
cinética de proliferacion no se observd modificacion del ciclo celular con las dosis
probadas y el indice mitético presentd datos citotéxicos Unicamente con la dosis mas

alta de pteropodina pero sin significancia estadistica (tabla 1).

Tabla 1. Frecuencia de ICH, cinética de proliferacién e indice mitotico en médula 6sea
de ratones administrados con pteropodina.

Agente Dosis ICH Cinética TPG Indice mitético
(mg/kg) X +d.e. M1 M2 M3 X<+£d.e. Xxd.e
Vehiculo 0** 251+0.12 34 51 15 1245+0.23 5.94+0.19
Pteropodina 100 1.15+0.16 35 51 14 1236+0.14 5.97+0.26
Pteropodina 200 2.03+0.27 37 50 13 1246+021 5.80+0.38
Pteropodina 300 1.08+057 34 51 15 1225+0.33 6.70+0.18
Pteropodina 600 1.44+022 34 49 17 1263+0.16 7.13+0.17
Doxorrubicina 10 14.06+0.68* 39 50 11 1247+0.26 6.16+0.68

*Diferencia estadisticamente significativa con respecto al testigo negativo ANOVA y t de Student, p = <0.05.

(TPG) Tiempo promedio de generaciéon = 21/[ (1)(M1) + 2(M2) + 3(M3)1 X 100, donde M1, M2 y M3 corresponde
a la frecuencia de metafases de la, 2ay 32 division respectivamente. **Corresponde a 0.45 ml del vehiculo. La
frecuencia de ICH se contabiliz6 en 300 metafases de 22 division, la cinética de proliferacion celular en 500
metafases y el indice mit6tico en 5000 células por lote.
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La frecuencia de MN en el grupo testigo negativo presentd un promedio de 1.35, y se
incrementd significativamente (p<0.05) al administrar doxorrubicina en 22.0, sin
embargo con pteropodina los MN se mantuvieron sin cambios con valores de 1.3 a

1.71 (tabla 2).

Tabla 2. Frecuencia de micronucleos en ratones tratados con pteropodina y
doxorrubicina.

Agente Dosis (mg/kg) Frecuencia de micronucleos
24 h 48 h 72 h 9% h

Vehiculo 0** 1.4+0.31 1.35+0.46  1.3+0.33 1.45+0.17
Pteropodina 100 1.3+0.44 144031  1.5+0.25 1.5+0.27
Pteropodina 200 1.4+0.26 15+0.16  1.6+0.13 1.61+0.51
Pteropodina 300 1.4+0.39  1.55+051 1.7+0.41 1.71+0.28
Pteropodina 600 15+0.19 1.64+0.31 1.6+0.32 1.65+0.36
Doxorrubicina 10 19.1540.3* 21.72+0.17* 24.3+0.34* 22.82+0.17*

*Diferencia estadisticamente significativa con respecto al testigo negativo ANOVAYy tde

Student, p =<0.05. La frecuencia de micronucleos se contabilizaron en 5000 céluas por lote
La frecuencia de eritrocitos policromaticos en la relacibn eritrocitos

policroméaticos/Eritrocitos normocromicos (EPC/ENC) entre el grupo testigo negativo y
los grupos con tratamiento no presentaron diferencia significativa y cuyos valores se
ubicaron entre 14.9 y 22.9 (tabla 3), el testigo positivo presenté una disminucién
significativa en la relacion de EPC/ENC con todos los grupos de tratamiento con
valores promedio de 7.27 para pteropodina (tabla 3). Estos resultados sugieren que
este compuesto no es genotédxicos con las dosis probadas lo que nos ofrece cierta
seguridad para su uso, por lo que se procedi6é a evaluar el efecto antimutagénico de

esta sustancia.

Tabla 3. Frecuencia de eritrocitos policromaticos en la relacion EPC/ENC de ratones
tratados con pteropodina y doxorrubicina.

Agente Dosis Frecuencia de E PC

(mg/kg) 24 h 48 h 72h 9 h
Vehiculo 0**
Pteropodina 100 16.33+0.38 19.66 £0.18 20.6 +0.19 21.8+0.49
Pteropodina 200 149+ 0.61 21.16 £ 0.37 20.36 +£0.10 22.9+0.35
Pteropodina 300 16.51+0.32 21.5+0.23 20.83+0.08 20.8 +0.67
Pteropodina 600 17.62 +0.29 22.0+055 19.86+0.52 21.0+0.47
Doxorrubicina 10 *5.33+0.22 *8.1+0.16 *9.6+0.27 *8.06+0.39

*Diferencia estadisticamente significativa con respecto al testigo negativo ANOVA y t de Student, p = <0.05.
La frecuencia de micronucleos se contabiliz6 en 5000 céluas por lote
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7.1.2. EVALUACION ANTIGENOTOXICA.

Los resultados de la prueba de ICH para determinar el efecto antigenotdxico de
pteropodina contra doxorrubicina, se muestran en tabla 4, PT demostrd actividad
antimutagénica en las cuatro concentraciones probadas, al reducir las frecuencias de
los ICH entre un 50 y 94% respecto al control positivo. La reduccibn mas alta fue

obtenida con la concentracién de 600 mg/kg de PT y 10 mg/kg de doxorrubicina

Tabla 4. Intercambio de crométidas hermanas (ICH), tiempo promedio de
generacion (TPG), e indice mitético (IM) en médula 6sea de ratén administrados
con pteropodina (PT) y doxorrubicina (DR).

Désis ICH M1 M2 M3 [TPG |IM
Agente (mg/kg) x +sD 20 X+SD X+ SD
Vehiculo ookl 2.51+0.12 34 51 15 1245 594
DR 10 14.06+0.12* 39 50 11 1247 6.16
PT/DR 100/10  3.56+0.18* 33 53 14 1276 6.21
PT/DR 200/10  4.32+0.24* 38 52 10 1289 6
PT/DR 300/10  4.53+0.42* 38 50 12 1232 6.42
PT/DR 600/10  3.1+0.36* 36 53 11 1237 5.96

M1, M2, and M3 = células de primera, segunda y tercera division. TPG = 21/(M1 + 2M2 + 3M3) (100)
*Diferencia estadisticamente significativa con respecto al testigo negativo ANOVA y t de Student, p = <0.05.
**Diferencia estadisticamente significativa con respecto al testigo positivo ANOVA 'y t de Student, p =<0.05.
***0.40 ml de agua inyectable

La frecuencia de microndcleos se incrementd significativamente (p<0.05) al
administrar doxorrubicina hasta 24.3+0.31, sin embargo estos valores disminuyeron al
administrar pteropodina y doxorrubicina hasta valores cercanos al obtenido con el
grupo contro. Las reducciones mas bajas ocurrieron a las 24 h de tratamiento (2.1 MN)
por lo tanto, todos los indices de la reduccion de las frecuencias de MN fueron 50%
mayor que el grupo positivo.

| (tabla 5).
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Tabla 5. Frecuencia de micronucleos (MN) en ratones administrados con pteropodina
(PT) y doxorrubicina (DR)

Agente Dosis MN X+ DE.
Mg/kg 24 48 |72 [96 h

Vehiculo ~ *** 1.4+0.16 1.35+0.20 1.3+0.09 1.45+0.30
DR 10 *19.15+0.26 *21.72+0.29 *24.3+0.31 *22.82+0.22
PT/DR 100/10 7.66+0.17 740.21** 5+0.07* 6+0.16**
PT/DR 200/10 5.55+0.25** 6.33+0.08** 6.17£0.22**  6+0.23**
PT/DR 300/10 5.17+0.12** 4.5+0.11** 4.3140.28**  4.440.22**
PT/DR 600/10 2.1+0.23** 2.7+0.20%* 3.78+0.1%* 3+0.12**

*Diferencia estadisticamente significativa con respecto al testigo negativo ANOVA y t de Student, p =<0.05.
**Diferencia estadisticamente significativa con respecto al testigo positivo ANOVA'y t de Student, p = <0.05.
***0.40 ml de agua inyectable

Referente a la frecuencia de eritrocitos policrométicos (EPC), los resultados se indican
en la tabla 6, la frecuencia obtenida con el grupo control positivo demostré una
disminucién significativa hasta 5.33+0.26 EPC en 24 h en relacién al control negativo,
sin embargo al administrar pteropodina y doxorrubicina se observa un aumento
estadistico significativo (p> 0.05) en el numero de EPC asi mismo en la relacion
eritrocitos policromaticos/eritrocitos normocrémicos (EP/ENC) con las cuatro dosis

probadas, hasta valores cercanos al grupo control, el incremento mayor se observé

con la dosis de 600 mg de PT y 10 mg de DX con un valor de 18.4+0.15 MN (tabla 6) .

Tabla 6. Frecuencia de eritrocitos policromaticos en la relacion eritrocitos normocrémicos
(EPC/ENC) de ratones tratados con pteropodina (PT) y doxorrubicina (DR)

Agente Dosis EPC/ENC £ S.D.
mg/kg 24 h 48 h 72h 96 h
Vehiculo ookl 19.5+0.11 20.33+0.11 20.16+0.04 21.4+0.32
DR 10 5.33+0.26* 6.1+0.12* 7.6+0.22* 6.06+0.11*
PT/DR 100/10 8.5+0.22** 9.16+0.08** 10.53+£0.29**  8.89+0.2**
PT/DR 200/10 9.83+0.20** 11.3+0.24** 10.83+0.24**  10.4+0.26**
PT/DR 300/10 12.1+0.06** 15.6+0.21** 16.3£0.22**  16.7+0.05**
PT/DR 600/10 18.4+0.15** 17.1+0.16** 16.5+0.24**  16.8+0.18**

*Diferencia estadisticamente significativa con respecto al testigo negativo ANOVA 'y t de Student, p = <0.05.
**Diferencia estadisticamente significativa con respecto al testigo positivo ANOVA 'y t de Student, p = <0.05.
***0.40 ml de agua inyectable.
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7.1.3. DETERMINACION DE LINFOCITOS TOTALES EN SANGRE PERIFERICA

La proliferacion de linfocitos totales se incrementé significativamente (p<0.05) hasta

un 35% con respecto al grupo negativo (tabla 7). Cuyos valores se ubicaron entre

58.5+0.22 y 78.8+0.08 con las diferentes dosis de tratamiento, el grupo control positivo

presenté valores ubicados entre 50.33+0.26 y 60.6+0.22, el grupo testigo negativo

obtuvo un valor minimo de 44.5+0.10 y un maximo de 47.4+0.02.

Tabla 7. Frecuencia de linfocitos totales en ratones tratados con pteropodina (PT)

Agente Dosis Linfocitos totales X £ S.D.
24 h 48 h 72h 96 h
Vehiculo * 44.5+0.10 45.33+0.21 46.161+0.14 47.4+0.02
Interferon alfa 0.01 pl/kg 50.33+0.26 56.1+0.22**  60.6+0.22** 56.06+0.11**
PT 100 mg/kg 58.5+0.22**  61.16+0.08** 66.53+0.09** 68.89+0.12**
PT 200 mg/kg 59.83+0.20** 61.3+0.24**  65.83+0.24** 74.4+0.26**
PT 300 mg/kg 62.1+0.06**  65.6+0.21**  74.3+0.22**  76.7+0.03**
PT 600 mg/kg 68.4+0.15**  67.1+0.16**  72.5+0.24** 78.8+0.08**

*0.40 ml de agua inyectable
**Diferencia estadisticamente significativa con respecto al testigo negativo ANOVA 'y t de student, p =<0.05.

7.1.4. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Por otro lado se observé efecto antioxidante en presencia del radical DPPH al presentar

una disminucidn significativa (p<0.001) en la absorbencia del compuesto, comparado

con el grupo control (tabla 8) con valores entre 29.02+0.002 y 98.26+0.002 con las

diferentes dosis de tratamiento, el grupo control positivo presenté valores ubicados

entre5.9+0.002 y 76.12+0.001.

Tabla 8. Efecto in vitro del barrido del radical libre de pteropodina por método de

DPPH verificar valores

% absorbancia X + DE.

concentracion | 4ug/mi 8ug/ml | 15pg/ml |30 pg/ml |60 pg/ml | 125pg/ml | 250ug/ml
Pteropodina 29.02 32.85 37.3 44.6 53.44 79.12 98.26
+0.002* | +0.001* +0.003* |+0.002* |+0.001* |+0.002* |+0.002*
concentracion | 0.1ug/ml [ 0.2ug/ml [ 0.4pg/ml | 0.6ug/ml |0.8ug/ml | lpg/ml
Vitamina C 5.9 13.56 28.51 46.16 62.14 76.12
+0.002 +0.001 +0.003 +0.003 £0.001 £0.001

**Diferencia estadisticamente significativa con respecto al testigo negativo ANOVA y t de Student, (p<0.001).

corroborar datos son los mismos de BS
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7.2. BETA-SITOSTEROL
7.2.1. EVALUACION GENOTOXICA

La DL50 para beta-sitosterol fué de 1250 mg/kg de peso. Los resultados demostraron
gue beta-sitosterol induce ICH, observdndose un comportamiento similar al grupo
control negativo con las cuatro dosis de prueba, cuyos valores se ubicaron entre
1.34+0.24 vy 2.12+0.28 (tabla 10) sin significancia estadistica, el testigo positivo
administrado con el antineoplasico doxorrubicina mostré un incremento significativo
(p<0.05) comparado con todos los grupos tratados, cuyo valor se ubico en 16.83+0.42
(tabla 4). En la cinética de proliferacion no se observé modificacién del ciclo celular

con las dosis probadas y el indice mit6tico no present6 datos citotoxicos (tabla 9).

Tabla 9. Frecuencia de ICH, cinética de proliferacién e indice mitético en médula 6sea

de ratones administrados con beta-sitosterol.

Agente Dosis ICH Cinética TPG Indice mitdtico
(mg/k X+d.e. M1 M2 X +d.e. X +d.e.
9) M3
Vehiculo 0** 282+0.12 36 50 14 12.25+0.23 5.63+0.37
Beta-sitosterol 200 2124028 32 53 15 1214+0.17 566+0.29
Beta-sitosterol 400 1.54 +0.21 36 50 14 12.45+0.12 5.70+0.18
Beta-sitosterol 600 1.34 £0.24 34 55 11 1255+0.10 5.58 +0.33
Beta-sitosterol 1000 1.0+0.34 33 52 15 12.35+0.18 6.03+0.22
Doxorrubicina 10 16.83+0.42* 33 58 9 12.37 £0.31 6.43+0.42

*Diferencia estadisticamente significativa con respecto al testigo negativo ANOVA 'y t de Student, p = <0.05.

** Tiempo promedio de generacion (TPG) = 21/[ (1)(M1) + 2(M2) + 3(M3)1 X 100, donde M1, M2 y M3 corresponde a la
frecuencia de metafases de la, 2a y 3% division respectivamente. **Corresponde a 0.45 ml del vehiculo. La
frecuencia de ICH se contabilizd en 300 metafases de 2% division, la cinética de proliferacion celular en 500
metafases y el indice mit6tico en 5000 células por lote.

La frecuencia de MN en el grupo testigo negativo presentd un promedio de 1.35, y se
incremento significativamente (p<0.05) al administrar doxorrubicina hasta 22.0 (tabla

10).
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Tabla 10. Frecuencia de micronlcleos en ratones administrados con beta-sitosterol y
doxorrubicina.

Agente Dosis Frecuencia de micronucleos

(mg/kg) 24 h 48 h 72h 96 h
Vehiculo 0** 1.6+0.26 2.05+0.18 1.74+0.21 1.1+0.32
Beta-sitosterol 200 1.13+0.15 0.83+0.31 0.83+0.15 1+0.42
Beta-sitosterol 400 1.33+0.21  1.03+0.33 1.0+0.43  1.33+0.32
Beta-sitosterol 600 1.40+40.19  1.53+0.18 1.20+0.23 1.0+0.17
Beta-sitosterol 1000 1.7+0.17 1.3+0.24  1.440.24 1.0+0.26
Doxorrubicina 10 18.26+0.26* 19.3+0.29* 25.4+0.31* 20.5+0.22*
*Diferencia estadisticamente significativa con respecto al testigo negativo ANOVA'y tde
Student, p =<0.05. La frecuencia de microntcleos se contabilizé en 5000 céluas por lote
La frecuencia de eritrocitos policroméaticos en la relacion eritrocitos

policroméaticos/Eritrocitos normocromicos (EPC/ENC) entre el grupo testigo negativo y
los grupos con tratamiento no presentaron diferencia significativa y cuyos valores se
ubicaron entre 17 y 22.5 (tabla 11), el testigo positivo presentdé una disminucién
significativa en la relacion de EPC/ENC con todos los grupos de tratamiento con
valores promedio de 7.01 (tabla 12). Estos resultados sugieren que beta-sitosterol no
es genotdxico con las dosis probadas lo que nos ofrece cierta seguridad para su uso,

por lo que se procedi6 a evaluar el efecto antigenotdxico de este compuesto.

Tabla 11. Frecuencia de eritrocitos policromaticos en la realacion EPC/ENC de ratones
tratados con beta-sitosterol y doxorrubicina.

Agente Dosis (mg/kg) Frecuencia de EPC
24 h 48 h 72 h 9% h

Vehiculo 0** 20.13+£0.23 21.10%+0.14 20.5+0.08 21.13+£.26
Beta-sitosterol 200 19.8 +0.46 18.8 +0.17 17.0+0.42 19.5+0.28
Beta-sitosterol 400 203+043 19.7+052 19.16+0.11 20.0+0.48
Beta-sitosterol 600 20.0+0.19 19.5+0.44 19.83+0.61 21.0+0.12
Beta-sitosterol 1000 22.0+£043 20.3%0.19 20.14+0.05 21.3+0.57
Doxorrubocina 10 *9.1+0.37 *733x£0.61 *533x0.33 *6.36+0.42

*Diferencia estadisticamente significativa con respecto al testigo negativo ANOVAy tde
Student, p = <0.05. La frecuencia de micron(cleos se contabilizaron en 5000 céluas por lote
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7.2.2. EVALUACION ANTIGENOTOXICA DE BETA-SITOSTEROL

Los resultados de la prueba de ICH para determinar el efecto antigenotéxico de
betasitosterol contra doxorrubicina, se muestran en tabla 12, BS demostré actividad
antimutagénica en todas las concentraciones probadas, al reducir las frecuencias de
los ICH entre un 81 y 87 % respecto al control positivo. La reduccién mas alta fue
obtenida con las concentraciones de 600 y 1000 mg/kg de BS y 10 mg/kg de
doxorrubicina. Las reducciones mas bajas ocurrieron a las 24 h de tratamiento (3.17
ICH) por lo tanto, todos los indices de la reduccién de las frecuencias de ICH fueron
80% mayor que el grupo positivo.

Tabla 12. Intercambio de crométidas hermanas (ICH), tiempo promedio de

generacion (TPG), e indice mitético (IM) en médula osea de ratén administrados
con beta-sitosterol (BS) y doxorrubicina (DR).

IAgente Dasis ICH M1 M2 M3 [TPG M
(mg/kg) [X+SD % X +SD X = SD
AM 2.82+0.12 36 50 14 12.25+0.23 5.63 £0.37
BS/DR 200/10 **3.17 £0.29 33 58 14 12.60 + 0.27 5.85+0.28
BS/DR 400/10 **2.98 £0.26 31 53 16 12.43+£0.18 6.02 +0.22
BS/DR 600/10 **2.21 £0.23 36 52 12 12.40+0.16 6.32+0.31
BS/DR 1000/10  **2.21 +0.32 34 50 16 12.54 £ 0.26 5.43 + 0.26
DR 10 *16.83+0.42 33 58 9 12.37 £0.31 6.43+0.41
0.40 ml de aceite mineral (AM). M1, M2, and M3 = células de primera, segunda y tercera division. TPG =
21/(M1 + 2M2 + 3M3) (100)

*Diferencia estadisticamente significativa con respecto al testigo negativo ANOVA y t de Student, p = <0.05.
**Diferencia estadisticamente significativa con respecto al testigo positivo ANOVA'y t de Student, p = <0.05.

La frecuencia de micronlcleos se incrementd significativamente (p<0.05) al
administrar doxorrubicina hasta 25.4+0.31, sin embargo estos valores disminuyeron al
administrar betasitosterol y doxorrubicina hasta valores cercanos al obtenido con el

grupo control (tabla 13).
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Tabla 13. Frecuencia de micronucleos (MN) en ratones administrados con beta-
sitosterol (BS) y doxorrubicina (DR)

Agente Dosis MN X £ S.D.
Mg/kg 24 | 48 |72 |96 h

AM 1.3+0.16 2.15+0.18 1.64+0.21 1.140.35
BS/DR 200/10 **5.740.25 **6+030 **5.3+0.15  **7.340.32
BS/DR 400/10 **543+0.21  **5+0.38 **4.8+0.28  **6.2+0.29
BS/DR 600/10 **4.93+0.19  **4.8+0.28 **4.2+40.26  **4+0.37
BS/DR 1000/10 **2 1+0.27 **2+0.34 **1.9+034 **2 3+0.46
DR 10 *18.26+0.26  *19.3+0.29 *25.4+0.31 *20.5+0.22

*Diferencia estadisticamente significativa con respecto al testigo negativo ANOVA y t de Student, p =<0.05.
**Diferencia estadisticamente significativa con respecto al testigo positivo ANOVA 'y t de Student, p = <0.05.
0.40 ml de aceite mineral (AM).

Referente a la frecuencia de eritrocitos policromaticos (EPC), los resultados se indican
en la tabla 14, la frecuencia obtenida con el grupo control positivo demostr6 una
disminucion significativa hasta 6.2 EPC a las 72 h en relacion al control negativo, sin
embargo al administrar betasitosterol y doxorrubicina se observa un
aumento estadistico significativo (p> 0.05) en el numero de EPC asi mismo en la
relacion eritrocitos policromaticos/eritrocitos normocréomicos (EP/ENC) con las cuatro
dosis probadas.
Tabla 14. Frecuencia de eritrocitos policromaticos en la relacion eritrocitos

normocrémicos (EPC/ENC) de ratones tratados con beta-sitosterol (BS) y
doxorrubicina (DR).

Agente Dosis EPC/ENC £ S.D.

mg/kg 24 h |48 h |72 h |96 h
AM - 19.33+0.11 21.16+0.08 22.5+0.10 21.1+0.41
BS/DR 200/10 **13.140.26  12.84+0.19 **14,0£0.22  **13.9.5+0.28
BS/DR 400/10 **13+0.33 **152+40.22  **16.3+0.11  **15+0.41
BS/DR 600/10 **16.140.26  **16.6+0.24  **17+0.37 *%16.7+0.12
BS/DR 1000/10 **18.6.040.33  **20+0.19 **19.3+0.35  **18.8+0.54
DR 10 *9.1+0.37 *7.33+0.61 *6.2+0.33 *6.36+0.42

*Diferencia estadisticamente significativa con respecto al testigo negativo ANOVA 'y t de Student, p = <0.05.
**Diferencia estadisticamente significativa con respecto al testigo positivo ANOVA 'y t de Student, p = <0.05.
0.40 ml de aceite mineral (AM).

7.2.3. DETERMINACION DE LINFOCITOS TOTALES EN SANGRE PERIFERICA
La proliferacion de linfocitos totales se incrementé significativamente (p<0.05) hasta

un 25% con respecto al grupo negativo (tabla 15). Cuyos valores se ubicaron entre

38




54.5+0.22 y 64.53+0.09, el control positivo obtuvo valores de 50.33+0.26 y hasta

60.6+0.22.

Tabla 15. Frecuencia de linfocitos totales en ratones tratados con beta-sitosterol (BS)

Agente Dosis Linfocitos totales X + S.D.
24 h |48 h |72h |96 h

Vehiculo il 49.5+0.10 48.33+0.21 46.16+0.14 51.4+0.02
Interferon alfa 0.01 Ul/kg  50.33+0.26 56.1+0.22**  60.6+0.22** 56.06+0.11**
BS 200 mg/kg  54.5+0.22**  60.16+0.08** 64.53+0.09** 61.89+0.12**
BS 400 mg/kg  56.83+0.20** 60.3+0.24**  58.83+0.24**  60.4+0.26**
BS 600 mg/kg  58.1+0.06**  59.6+0.21**  58.3+0.22** 60.7+0.03**
BS 1000 mg/kg  60.4+0.15**  61.1+0.16**  61.5+0.24** 62.8+0.08**

**Diferencia estadisticamente significativa con respecto al testigo negativo ANOVA 'y t de Student, p =<0.05.
*Diferencia estadisticamente significativa con respecto al testigo positivo ANOVA 'y t de Student, p =<0.05.
***0.40 ml de aceite mineral.

7.2.4. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Por otro lado se observé efecto antioxidante en presencia del radical DPPH al
presentar una disminucion significativa (p<0.001) en la absorbancia del compuesto,
comparado con el grupo control (tabla 16) cuyos valores se ubicaron entre
27.02+0.002 y 78.18+0.002, el acido ascorbico presento valores minimos de 5.9+0.002

y maximos de 78.18+0.002

Tabla 16. Efecto in vitro del barrido del radical libre de beta-sitosterol por método de
DPPH

% absorbancia X + DE.
concentracion 4pg/mi 8ug/ml | 15pg/ml |30 pg/ml |60 pg/ml | 125pug/ml | 250ug/ml
Beta-sitosterol 27.02 29.85 31.3 38.6 46.44 52.12 78.18
+0.002* | +0.001* +0.00*3 +0.002* | +0.001* | +0.002* +0.002*
concentracion 0.1pg/ml | 0.2ug/ml 0.4ug/ml | 0.6pg/ml | 0.8ug/ml | 1ug/ml
Vitamina C 5.9 13.56 28.51 46.16 62.14 76.12
+0.002 +0.001 +0.003 +0.003 +0.001 +0.001

**Diferencia estadisticamente significativa con respecto al testigo negativo ANOVA y t de Student, (p<0.001).
corroborar datos son los mismos de BS

8. DISCUSION

8.1. GENERAL

Existe gran cantidad de sustancias, las cuales son relevantes para la salud humana y

a las que se les debe realizar ensayos toxicolégicos. Algunas estimaciones sefialan
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que serian varios miles de compuestos a los que se les deberia estudiar con alta
prioridad y decenas de miles los que deberian ser investigados en el futuro. Esto
representa un enorme y costoso compromiso en favor de la salud puablica. Por lo tanto,
en el futuro desarrollo de procedimientos toxicoldgicos no es suficiente adoptar mas y
mMas ensayos nuevos, las necesidades logisticas y econ6micas sefialan que las
técnicas que existen deben de tomarse en cuenta de acuerdo con su relevancia y
eficacia. De manera particular, debe considerarse la importancia de la evaluaciéon
toxicoldgica de las sustancias quimicas con apoyo en experimentos en animales.
Aunque en mutagénesis quimica existen técnicas para utilizar cultivo de células,
microorganismos, insectos y otros modelos experimentales, los experimentos
toxicoldgicos deben incluir a los mamiferos, y por cuestiones de ética cientifica los
ensayos deben ser planeados de tal forma que se obtenga la maxima informacion
relevante de cada animal sacrificado (65).

8.2. DOSIS LETAL 50

La dosis letal 50 (DL50) representa la cantidad de una sustancia expresada en gr o
mg capaz de matar al 50 % de los organismos inoculados con algun xenobiético. La
DL50 es una medida de uso comun en Toxicologia y en Farmacologia, también se
aplica para el calculo de titulo de un virus que en ese caso seria la cantidad de virus
necesaria para matar al 50% de la poblacién, si bien la precisién de los valores de la
DL50 dependen de varios factores, tales como el sexo, la especie, la edad, el estado
nutricional, las vias de administracién, el nimero de animales utilizados en la prueba,
la sensibilidad de cada organismo y las variaciones experimentales internas de cada
laboratorio, este ensayo es el primero que se realiza en los estudios de toxicidad
aguda debido que la informacion que aporta es util para el planteamiento de
experimentos subsecuentes (66). Existen diferentes métodos para determinar la DL50,
como son el de Lichfield y Wilcoxon, Bliss o el de Finney, los cuales se han
considerado clasicos, aunque el numero de animales que utilizan pueden superar los

50, sin embargo, también se puede realizar esta determinacién con otros métodos que
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requieren un menor numero de animales, como es el procedimiento de Lorke, el cual
utiliza un menor nidmero de animales comparado con el método clasico, pero su
precision y reproducibilidad son equiparables con los obtenidos con mayor nimero de
organismos (59, 67), en la literatura consultada no se encuentra informacién respecto
a la DL50 de beta-sitosterol y pteropodina, por lo que se realizd esta determinacién y
los resultados muestran que tanto beta-sitosterol como pteropodina no presenta
efectos téxicos cuando se administran hasta 1000 mg/kg en el primer caso y 700
mg/kg en el segundo caso; este resultado sugiere cierta seguridad para su uso
terapéutico, en el caso de beta-sitosterol, clasificado en el grupo de terpenoides y
pteropodina es un compuesto considerado como oxindol pentaciclico, en general
estos compuestos no muestran toxicidad significativa.

Beta-sitosterol frecuentemente se encuentra como suplemento alimenticio en
establecimientos comerciales donde venden productos para la salud humana (57), y
respecto a pteropodina no existen aun datos que se refieran a su uso para consumo
humano.

En los dltimos afos, el consumo de plantas medicinales ha experimentado un notable
incremento en la sociedad. Las plantas medicinales se comportan como verdaderos
farmacos ya que las sustancias quimicas que las componen pueden tener una
actividad biolégica en humanos. Ademas existen interacciones de sinergismo adicion
0 antagonismo con compuestos de una misma planta, y al igual que las producidas
entre dos 0 mas farmacos pueden producirse por mecanismos farmacocinéticos que
pueden afectar a procesos de absorcion, distribucion, metabolismo y excrecion o
farmacodinamicos, por lo tanto afectan al resultado de su accion farmacolégica. En
México no existen estudios que indiquen con exactitud el consumo de plantas
medicinales, sin embargo se estima a través de resultados publicados tras realizar
encuestas a pacientes en el ambito de atencién primaria, donde en promedio un 30%
de las personas encuestadas habia consumido alguna vez plantas medicinales (68,

69). Esto puede ser debido a que en algunos casos, se ha demostrado su eficacia en
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el tratamiento de determinadas patologias y a la errébnea percepcion de la inocuidad de
estos productos. Con el reconocimiento de estos beneficios aparece el reconocimiento
del riesgo, cuyo conocimiento se ve dificultado porque las plantas, crudas o
extractadas pueden contener mezclas complejas de sustancias quimicas organicas
gue incluyen: acidos grasos, esteroles, alcaloides, flavonoides, glucésidos, saponinas,
taninos y terpenos. Cualquiera de los componentes mencionados puede tener una
actividad biolégica en humanos. Ademas, el procesamiento de estas plantas utilizando
medios fisicos como calentamiento o hervido puede alterar la actividad farmacolégica
de los constituyentes organicos, que también pueden verse afectados en su
concentracion dependiendo de factores ambientales de cultivo o localizacion como
caracteristicas del suelo, humedad y temperatura ambiente, altitud, entre otros y de la
parte del vegetal utilizado (hojas, tallos, flores, raices, semillas) (70, 71)).

8.3. GENOTOXICIDAD DE PTEROPODINA Y BETA-SITOSTEROL

Al inicio de cualquier experimento que pretenda entender los efectos de agentes
quimicos ambientales, se debe establecer el rango de dosis por emplear y la
citotoxicidad del compuesto. Los experimentos preliminares de toxicidad generan
curvas de supervivencia que son muy Utiles para la seleccién de las concentraciones
gue se van a emplear. El criterio toxicolégico mas frecuentemente empleado es la
concentracion letal media, que como ya vimos esta definida como aquella que produce
la mitad de individuos o células muertas por el tratamiento. A partir de ella se eligen
dos o tres concentraciones mas, con el objeto de obtener la curva dosis-respuesta. Por
ello, la utilizacién de concentraciones muy altas seleccionadas con base en la muerte
celular puede ser muy inapropiada para algunos agentes quimicos. Para que un
agente quimico sea lanzado al mercado debe conocerse antes su toxicidad, su destino
ambiental y el uso al que va destinado. Sin embargo, si un agente quimico ya esta en
el comercio deben definirse y cuantificarse los datos en cuanto al riesgo genético que
conlleva su uso. Por otro lado los estudios genotoxicos son Utiles para identificar el

nivel del dafio al DNA por xenobioticos, asi como para obtener un indicativo sobre las
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consecuencias clinicas posibles de la exposicion humana (65). Particular y
generalmente los estudios agudos in vivo en organismos mamiferos, se consideran
importantes en el analisis de una bateria jerarquica de pruebas disefiadas para
determinar el potencial genotéxico previo a una evaluacion antigenotéxica de un
agente; en este paso, las altas dosis del compuesto probado son incluidas; sin
embargo, nuevos estudios son necesarios para establecer un riesgo, es decir,
incorporando variables tales como sexo, edad, dosis, tiempo y via de administracion,
esto para entender mejor el potencial toxico asi como para tener mas datos para una
extrapolacion razonable a la exposicion humana. En nuestro estudio, el uso de dosis
20% menor que la LD50 obtenida para los agentes no indujo un aumento en el indice
de ICH ni en EPMN del ratén, lo que indica ausencia de potencial genotéxico in vivo de
los productos quimicos incluso en altas dosis.

Los resultados del presente estudio revelan la utilidad de la prueba de micronucleos en
la sangre periférica para evaluar la genotoxicidad y citotoxicidad de los compuestos
que se emplearon (PT, BS, DOX), lo cual coincide con el conocimiento de que los
eritrocitos son células que permiten evaluar de manera eficaz alteraciones en la
actividad medular y en el material genético cuando se exponen a diversos xenobibticos
(62, 72). En un estudio agudo, el monitoreo de la presencia de MN en EPC se realiza
debido a que estas células jévenes (reticulocitos) son producidas y liberadas durante
el tiempo del experimento; esto se deriva de las aportaciones Mac Gregor (73), en las
cuales propone que los organismos estudiados deben estar en contacto con el
xenobidtico el tiempo suficiente para alcanzar una condicién estable, en la que las
células micronucleadas alcancen su frecuencia mas alta en el tejido de estudio, esta
frecuencia permanece constante cuando la produccion de las células que presentan el
dafio queda balanceada con la pérdida de la misma poblacion celular. En términos
cinéticos, el tiempo para obtener el estado estacionario en condiciones de un flujo
constante de entrada hacia un compartimento estd determinado por la velocidad de

eliminacion de ese compartimento, en el caso de los eritrocitos micronucleados su
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cinética de proliferacion esta determinada por su lapso de vida. El tiempo que se
requiere para llegar a un estado estacionario en la frecuencia de los EPC en la médula
Osea, aparentemente ain no se ha establecido, pero probablemente ocurre (si el
agente inductor esta actuando rapidamente y no es acumulativo) cuando los periodos
de dosificacion excedan el tiempo de vida de los EPC en la médula ésea mas el
tiempo requerido para completar una division celular y una expulsién nuclear (72). De
tal forma que se ha sugerido que la frecuencia del estado estacionario de los EPCMN
en la médula 6sea debe ser alcanzada en aproximadamente 2 dias, después del inicio
del tratamiento (62), esta aseveracion se realizé considerando que un ciclo celular de
vida de los eritrocitos dura entre 10 y 20 hrs, que el proceso de la division a la
enucleacién ocurre aproximadamente en 6 hrs. y que los EPC tienen un tiempo de
vida entre 10 y 30 hrs. en la médula ésea (62,72). Sin embargo, se han encontrado
diferencias entre los agentes probados, respecto al tiempo donde se observa el
maximo de la frecuencia de micronucleos después del tratamiento, por lo que es
importante que se evalien més de 2 muestras después de la administracion. En base
a lo anterior, en nuestro estudio se obtuvieron muestras sanguineas antes de
administrar los compuestos, asi como a las 24, 48, 72 y 96 hrs. después de los
tratamientos y los resultados obtenidos respecto a PT Y BS indican que no son
compuestos genotdxicos, puesto que la frecuencia maxima de los microndcleos que
presentd en la sangre periférica de raton fue de 1.71+0.28 EPCMN para PT a las 72
hrs. con la dosis de 300 mg/Kg y de 1.7+0.17 EPCMN para BS a las 24 hrs con la
dosis de 1000 mg/Kg, mientras que en el grupo testigo la maxima induccién
corresponde a 2.05+0.18 EPCMN a las 48 hrs.

Por otro lado nuestros resultados obtenidos con ICH indica la inocuidad del compuesto
tomando en cuenta que los intercambios entre cromatidas hermanas son la
manifestacion citolégica de la rotura de la doble hélice del ADN vy la reorganizacion

entre sitios homélogos de las dos cromatidas de un cromosoma. Estos cambios, que

44



no alteran la polaridad, la estructura de la doble hélice del ADN ni la morfologia de los
cromosomas, pueden visualizarse mediante tincidn especifica por fluorescencia y/o
Giemsa en linfocitos de sangre periférica 0 de médula 6sea, que han sufrido dos ciclos
celulares (60). Los agentes denominados S-dependientes son eficaces inductores de
intercambios de cromatidas hermanas (74). Al igual que para las aberraciones
cromosoémicas, la lesion que conduce al intercambio puede haber sido originada en
cualquier fase del ciclo celular aunque no se manifiesta citolégicamente hasta que la
célula entra en division y atraviesa la fase S. Frente a determinados agentes quimicos,
la induccion de intercambios de cromatidas hermanas puede presentar una mayor
sensibilidad que las aberraciones cromosémicas, pudiendo manifestarse efectos
genotoxicos a concentraciones hasta 100 veces menores a las necesarias para
producir las aberraciones cromosémicas (75).

Los intercambios de cromatidas hermanas no son sucesos letales para la célula v,
probablemente, no presentan ninguna relaciéon con la citotoxicidad. Ademas, por si
mismos, no pueden ser considerados mutaciones ya que, en principio, no producen
cambios en la informacién genética. Sin embargo, se ha observado que la frecuencia
de intercambios de croméatidas hermanas aumenta cuando las células son expuestas a
agentes mutagenos y cancerigenos conocidos (76). Este ensayo bioldgico permite
detectar lesiones en los cromosomas por lo que se considera una eficaz herramienta
por la Environmental Protectién Agency (EPA) y la comunidad cientifica para evaluar la
genotoxicidad.

Los Micronucleos representan fragmentos del cromosoma o los cromosomas enteros
segregados anormalmente a las células hijas durante la mitosis, y aunque la
formacion de ICH no se entiende claramente, se relaciona generalmente con la rotura
del DNA (62).

Asi, con la presente investigacion se demuestra que la PT y el BS no son genotoxicos
con las dos pruebas citogenéticas realizadas, lo cual coinciden con estudios in vitro

realizados en otros esteroles donde no se ha presentado dafio genético.
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Con respecto a la citotoxicidad de PT y BS, en la evaluacion de EPC/ENC se observo
que no se modific6 observandose una frecuencia de eritrocitos policromaticos en la
relacién epc/enc de 14.9 £ 0.61 a las 24 hrs con PTy un maximo de 22.0 + 0.55 a las
48 hrs con la dosis de 600 mg/kg de PT. respecto a bs se observo un valor minimo de
17.0 £ 0.42 alas 72 hrs con la dosis de 200 mg/kg de BS y un valor maximo de 22.0 +
0.43 a las 24 hrs con la dosis de 1000 mg/kg de BS, de igual manera, tampoco se vio
afectado el TPG ni el IM en ambos compuestos los cuales tuvieron un comportamiento
homogéneo y sin significancia estadistica con todos los compuestos probados.
Resultados que coinciden con otros estudios en donde la citotoxicidad en del extracto
de UT fue evaluada por cuatro sistemas: Andlisis rojo neutral (NR), contenido
proteinico total (KB), analisis del tetrazolium (MTT) y prueba de Microtox. Los extractos
del UT no presentaron toxicidad in vitro en las concentraciones probadas. Aunque la
prueba in vitro es una herramienta valiosa para evaluar la toxicidad de plantas
medicinales, las pruebas in vivo realizadas en nuestro estudio refuerzan estos
resultados, ya que BS y PT los cuales son componentes mayoritarios de UT, no
presentaron datos genotoxicos ni citotoxicos con las dosis administradas (77). Sin
embargo, aungue la citotoxicidad indicada por apoptosis creciente y la disminucion de
la viabilidad de la célula se ha observado, esto puede ser probablemente a la
inhibicibn de 3 - hydroxy-3-methyl-glutaryl-coenzyme A debido a la produccion de
radicales libres.

Con respecto a la PT y a otros oxindoles, un efecto citotoxico débil también se ha
observado (78). Estos datos, determinados en cultivo de células, confirma la
importancia de estudiar el efecto de mutdgenos en modelos in vivo debido a la
influencia de los procesos de la biotransformacion y de la desintoxicacion en
organismos vivos. Los datos negativos obtenidos en el actual estudio del potencial
genotoéxico y citotdxico de los compuestos probados refuerzan, con mas certeza, el
desarrollo de la investigacién con el enfoque siguiente: para determinar la actividad

farmacologica y quimiopreventiva de BS y de PT, asi como la de las plantas que
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contienen estas sustancias, conduciendo a una extrapolacién posible a los seres
humanos.

8. 4. EFECTOS BIOLOGICOS DE PTEROPODINA

8.4.1. EFECTO ANTIGENOTOXICO

Los resultados de la actual investigacion con respecto la antigenotoxicidad de la PT,
muestran una proteccion eficaz. Estos resultados sugieren que PT es un
antimutageno efectivo en el modelo empleado, ya que con la técnica de ICH se
observo una reduccion en el dafio del DNA al administrar confirmado estadisticamente
(tabla 4). Por otra parte al ejercer una proteccién de las células contra sustancias
clastogénicas que causan la formacion de los microndcleos (tabla 5). En este sentido
existen algunos trabajos que demuestran el efecto de extractos y de fracciones
cromatogréficas de la corteza de la UT divulgados por Rizzi y col. (44), en donde las
fracciones de la planta no muestran ningun efecto mutadgeno en diversas cepas de
Salmonella typhimurium. Sin embargo, los extractos y las fracciones de la planta
demuestran un efecto antimutagénico protector in vitro contra el dafio genotoxico con
fotomutagénesis inducida con 8 methoxy-psoraleno (8-MOP) mas UVA en Salmonella
typhimurium (TA102) (44). Por otra parte Sheng y col. estudié los extractos de UT (C-
Med-100) y demostré un efecto protector al dafio en DNA, y mejor recuperacion de la
respuesta después de la quimioterapia in vivo (46), ademas existen antecedentes de
que pteropodina e isopteropodina (uncarinas C y E) exhiben bajos pero consistentes
efectos citotoxicos en fibroblastos de ratones y en las lineas de células tumorales
humanas (carcinoma de células pulmonares -excepto a células pequefas, carcinoma
cervical, carcinoma prostatico) y de ratones (linfosarcoma reticular, carcinoma
estomacal); estos alcaloides también pueden inhibir la topoizomerasa | (78); en
nuestro estudio los resultados son similares y el efecto antimutagénico de la UT podria
estar dado por la fracciébn de oxindoles pentaciclicos y esteroles. El actual trabajo
sugiere la presencia de pteropodina en la fraccidén pentaciclica y su participacion en los

efectos biolégicos observados, puede deberse a que actlan solos 0 junto con otros
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componentes, ademdas, al parecer una O mas sustancias con caracteristicas
antimutagénicas estan presentes en los extractos organicos de UT.

8.4.2. EFECTO ANTIOXIDANTE

La UT ha sido referida por Goncalves y col., (80) como un potente antioxidante, debido
a su alta capacidad de reducir el radical libre de DPPH, y por su reaccion con el aniéon
superoéxido, radicales peroxi y oxidrilo, asi como con la especie oxidante de peréxido
de hidrégeno. Por otro lado el organismo humano, al presentar metabolismo aerdbico,
posee sistemas detoxificadores o antioxidantes propios, conocidos también como
"scavengers" (depuradores). Entre ellos tenemos los sistemas enzimaticos, como la
catalasa, presente Unicamente en los peroximas que son sacos membranosos que
contienen una gran diversidad de enzimas, y la superdxido dismutasa (SOD), aunque
esta enzima genera peréxido de hidrégeno que en presencia de hierro libre presenta
una accién pro-oxidante. También tenemos sistemas que actlan protegiendo a las
células frente a la peroxidacion lipidica; en este caso resultan especialmente idoneos
los tocoferoles vy fitosteroles. El acido ascoérbico (vitamina C), los carotenos, el acido
arico, la albumina, los &cidos grasos y la taurina son también algunos de los
antioxidantes importantes, aunque en mucho menor grado que los tocoferoles y
fitosteroles.

En este trabajo, se evalué y demostro la capacidad antioxidante de pteropodina, frente
al radical DPPH. Este analisis proporcioné la informacién atil en la reactividad del
compuesto de los radicales libres estables. Como el electron se apareé en presencia
del barrido del radical libre, la absorcion desaparece y la decoloracion que resulta
coincide respecto al nimero de electrones tomados.

8.4.3. EFECTO INMUNOLOGICO

Respecto a los antecedentes inmunoldgicos que orientan hacia una actividad positiva
de los compuestos de nuestra evaluacion, estudios recientes demuestran que el
alcaloide pteropodina, junto con otros tres alcaloides, presentan una elevada actividad

fagocitaria (capacidad de atacar y destruir células extrafias por parte de los glébulos
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blancos de la sangre). Este mecanismo de accion fisioldgica, indica su efecto
estimulante del sistema inmunitario (49).

Keplinger y col. Determinaron que los alcaloides pentaciclicos de oxindoles, dentro de
los cuales se encuentra pteropodina, tienen un efecto estimulante no especifico del
sistema inmunolégico, al demostrar un aumento porcentual substancial de la
fagocitosis y quimioluminiscencia in vitro y un alto aumento de la actividad de la
fagocitosis de los macrofagos del tejido fino del sistema reticuloendotelial (49). Asi
mismo Keplinger, K. 1982, realizé ensayos con extractos acuosos de UT, los que
mostraron actividades citostaticas, contraceptivas y antiinflamatorias (49).

Dariusz Bednarek y col demostraron en la evaluacion de la expresion superficial de
marcador en linfocitos de sangre total, algunos cambios significativos como resultado
con el tratamiento UT en animales. En el grupo tratado, el nimero total de las células
de CD2 (linfocitos T) y el porcentaje de las células de CD4 (linfocitos T cooperadores)
eran perceptiblemente mas altos al final del tratamiento, con respecto a valores
respectivos inicialmente. Estos cambios no fueron observados en el grupo control
negativo (81). Wurm et al demostré en un estudio que los alcaloides pentaciclicos de
UT incrementan perceptiblemente la proliferacion de linfocitos B y T mientras que la
viabilidad de la célula no fue afectada (82). Por su lado Keplinger y col. demostraron
gue los alcaloides oxindélicos pentaciclicos estimulan las células endoteliales in vitro al
producir un factor de linfocito-proliferacion-regulacion. Una normalizacion significativa
del porcentaje de linfocito fue observada in vivo aunque los numeros totales del
leucocito no cambiaron (83).

En u n estudio que realizé Lemaire y col. las preparaciones de la planta estimularon
grandemente la produccion IL-1 e IL-6 por los macréfagos de la rata de una manera
dependiente de la dosis ademas incrementaron también IL-1 y -6 en macréfagos
lipopolisacarido-estimulantes  (45). Los resultados sugieren una accion

inmunoestimulante fuerte de esta planta.
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En un estudio con ratas hembras que fueron administradas diariamente con extracto
soluble en agua (C-MED-100) de UT en dosis de 0, 5, 10, 20, 40 y 80 mg/kg por 8
semanas consecutivas. La proliferacién linfocito estimulante de fitohemaglutinina
(PHA) también aumento6 perceptiblemente los esplenocitos de ratas tratadas en dosis
de 40 y 80 mg/kg. Las células blancas (WBC) de los grupos con tratamiento de C-
MED-100 con 40 y 80 mg/kg por 8 semanas o de 160 mg/kg por 4 semanas fueron
incrementadas significativamente comparadas con los controles (P < 0.05) (84)
(Sheng et al.)

Tomando en cuenta los anteriores estudios inmunol6gicos de la UT, este trabajo
refuerza los resultados anteriormente obtenidos, ya que el compuesto ejercié un efecto
inmunoestimulante al favorecer la proliferacion de linfocitos totales en el modelo
empleado (tabla 7). Los resultados del presente estudio tienen correlacion de
pteropodina con el uso terapéutico de la ufia de gato, planta que pertenece a la familia
de las Rubiaceas, las cuales son ricas en esteroles, flavonoides, y oxindoles
pentaciclicos, y pteropodina es un componente natural derivado de la UT lo cual
puede estar relacionado con la actividad antiinflamatoria, antioxidante e
Inmunoestimulante de esta planta.

8. 5. EFECTOS BIOLOGICOS DE BETASITOSTEROL

8.5.1. En animales, los esteroles de planta han demostrado las caracteristicas
antiinflamatorias, anti-neoplasica, anti-piréticas e inmunomoduladoras (52), la accion
antiinflamatoria es la mas relevante por su actividad en la hiperplasia prostatica
benigna (BPH). En un ensayo humano, los esteroles de planta contradijeron la
respuesta inflamatoria del esfuerzo del maratén. Mas especifico a la prostata, beta-
sitosterol tiene un efecto de modulacién in vitro del factor de crecimiento prostatico y la
actividad de una proteincinasa (a de C) en los cultivos de células primarias de estroma
(85). En otro ensayo se reclutaron a 200 pacientes con BPH sintomatico,
originalmente 117 de estos pacientes estaban disponibles después de la inscripcion

original. Se seleccionaron al azar y fueron tratados un grupo con [(-sitosterol (60
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mg/dia) y otro con placebo durante 6 meses. Después de eso, la administracion se
suspendid y se invitd a que continuaran la terapia indefinidamente. Los pacientes con
el tratamiento activo habian tenido las disminuciones significativas de sintomas, del
volumen de la orina residual y un aumento en flujo maximo de orina. Después de 18
meses, los que estaban en tratamiento activo y habian continuado no tenian ninguna
sintomatologia urinaria. Los que habian estado en el tratamiento activo pero lo habian
descontinuado tenian sintomas leves y disminucién del volumen residual de orina pero
mantuvieron su flujo maximo anterior de la orina (86, 87, 88). Hay poca evidencia
hasta ahora si esta influencia positiva de los esteroles vegetales extienda las ventajas
protectoras o terapéuticas para el cancer de la préstata. Hay una cierta evidencia
epidemioldgica y en animales para apoyar esta teoria, aunque la epidemiologia es
complicada por el hecho de que los esteroles de planta son apenas un tipo de
fitoestrégeno, una clase de alimento con la asociacion protectora contra el cancer de la
prostata. Los mecanismos posibles de cualquier efecto especifico del fitosterol
incluyen la modulacién de la membrana y el estimulo del apoptosis de las células de
cancer prostatico y del estimulo inmunolégico. Hay también una cierta evidencia de
que los fitosteroles pueden ayudar en la prevencion de otras formas de cancer como
por ejemplo el cancer de mama (89, 90). Keplinger, K. 1982 realiz6 ensayos con
extractos acuosos de ufia de gato los que mostraron actividad citostatica,
contraceptiva y antiinflamatoria (91). La investigacién en la fraccion esteroidal de UT
llamada ufia de gato, demostré la presencia de beta-sitosterol (el 66%), estigmasterol,
y campesterol. Las investigaciones farmacolégicas preliminares prueban una actividad
antiinflamatoria moderada (92, 93). Por otra parte, analizando la antigenotoxicidad de
BS, la prueba de ICH demostr6 una reduccién en el dafio del DNA y confirmado
estadisticamente. Al respecto el efecto mutagénico y antimutagénico de extractos y de
fracciones cromatograficas de la corteza de UT son divulgados por Rizzi et al. en
donde el comprobd que los extractos y las fracciones de la planta no ejercen ningun

efecto mutageno en diversas cepas de salmonelas typhimurium con y sin activacion
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metabdlica. Sin embargo, los extractos de la planta y las fracciones demuestran un
efecto protector in vitro en fotomutagénesis inducido por 8 methoxy-psoraleno (8-MOP)
mas UVA en S. TA typhimurium (44). En otro estudio una decoccion del UT injerido
diariamente por 15 dias en un fumador disminuy6 la mutagenicidad inducida en S.
typhimurium TA98 y TA100 en la orina (44). Por otra parte Sheng et al. estudié
extracto UT (C-Med-100) y se demostré que incrementa la reparacion del DNA, la
respuesta mitogénica y la recuperacion del leucocito después de dafio por
quimioterapia-inducida al DNA in vivo. En esos estudios, el efecto del suplemento C-
Med-100 fue evaluado en un estudio voluntario humano, la reparacion del DNA
después de la induccién del dafio al DNA por una dosis estandar de peréxido de
hidrégeno fue medida, hubo una disminucién estadistica significativa del dafio y un
aumento concomitante de la reparaciéon al DNA en los grupos del suplemento,
comparado con los controles no-suplementados (p< 0.05) (84). Tomado junto, este
ensayo ha confirmado los resultados anteriores obtenidos en el modelo de la rata al
estimar el aumento en la reparacion del DNA por C-Med-100, en nuestro estudio los
resultados son probablemente similares a ésos detectados y el efecto sobre
antimutagenicidad de la ufia de gato se podria hacer por la fraccién de los esteroles. El
actual trabajo sugiere la presencia de beta-sitosterol en la fraccion del esterol y los
extractos usados, y su participacién en los efectos biolégicos observados, podrian
actuar solos o junto con otros componentes. Las respuestas celulares obtenidas con
microndcleos e ICH se podrian relacionar con los diversos limites evaluados en cada
prueba, puesto que las lesiones detectadas por el andlisis de ICH son las roturas del
filamento del DNA, que no son necesariamente iguales a la de los micronucleos
(fragmentacion o dispersion cromosémica de cromosomas enteros). Como resultado
de lo encontrado en este protocolo, podia conducir a una manera mejor de examinar
los mecanismos de antimutagénesis de la sustancia probada, puede actuar
directamente en la molécula mutdgena haciéndola inactiva (desmutageno) o,

indirectamente, bloqueando el proceso mutagénico aumentando la fidelidad en la
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réplica del DNA o estimulando la reparacién sin error del dafios del DNA (bio-
antimutagénesis) (De Flora, 1998) (94). Relacionado con esto, la desmutagénesis se
podia detectar con el pre-tratamiento y el tratamiento simultaneo, mientras que bio-
antimutagénesis se podia detectar mejor con el post-tratamiento. Por otra parte, los
resultados obtenidos con este tratamiento no diferenciaron bastante para sugerir la
accion exacta del mecanismo en la proteccion contra doxorrubicina. Al parecer, en
este caso, ambos mecanismos estan presentes, segun lo sugerido previamente por
Hayatsu y col. (96, 97) y Sasaki y col. (1994) (74). En el actual trabajo BS demostré la
eficacia mas alta, y sugiere que la presencia de esta misma sustancia en el esterol
utilizado y su participacion en los efectos biolégicos observados. Ademas, al parecer
una o mas sustancias con las caracteristicas antigenotdxica estan presentes en los
extractos organicos de la UT.

8.5.2. EFECTO ANTIOXIDANTE

Por otro lado el efecto observado en la prueba DPPH nos indica que beta-sitosterol
actlia como antioxidante al presentar un efecto positivo, incluso superior al testigo
positivo. También debemos destacar al glutation (GSH), un tripéptido sintetizado en el
higado que contiene un grupo sulfhidrilo (-SH) que lo hace idéneo para atenuar el
efecto de los radicales libres y que es elemento central de muchos sistemas
detoxificadores enzimaticos (GSH peroxidasa y GSH reductasa ligadas al selenio). No
obstante, si la concentracion de tocoferoles es suficiente, actian éstos como sistemas
de primera eleccién, disminuyendo la actividad de las glutation peroxidasa y reductasa
que, por otra parte, dependen de la concentracion tisular en selenio, por lo que podria
ser éste un factor limitante en su formacion. De todo ello se deduce que si tenemos en
nuestro cuerpo la cantidad necesaria de tocoferoles y fitosteroles, éstos cederan
electrones a los radicales libres, estabilizandolos para que no sean perjudiciales, lo
gue impedird a su vez una reaccion en cadena. Ahora bien, tomando en cuenta que
hay situaciones fisioldgicas y psicoloégicas que aumentan, en gran medida, la

formacion de radicales libres, entre ellas citaremos: situaciones de estrés, ejercicio

53



fisico, arteriosclerosis, infecciones, trastornos de tipo reumatico y autoinmunes,
procesos degenerativos, inflamaciones locales, tabaco, contaminacion, radiacién solar
(rayos UVA), ingestion de frituras y alimentos con mayor o menor nivel de oxidacién no
detectable organolépticamente. Se deduce de ello que serd en estas situaciones
cuando mas aumentara la demanda de sustancias antioxidantes, capaces de frenar o
impedir el dafio celular producido por el incremento en la formacion de radicales libres.
Consecuentemente, se aprecia con claridad la importancia que presenta, para el ser
humano, el consumo de sustancias con propiedades antioxidantes, combatiendo
directamente a los radicales libres y a su vez evitando la deplecion de los
antioxidantes propios.
8.5.3. EFECTO INMUNOESTIMULANTE
Por otro lado y tomando en cuenta la relacion que existe del sistema inmunolégico con
la proteccién celular ante un dafio genotoxico, los resultados positivos de este estudio
en la evaluacién inmunol6gica, da una pauta para continuar con la investigacion en
este aspecto para beta-sitosterol y determinar de que manera logra influir para que el
dafio al DNA se revierta. Otros estudios por lo tanto se requieren para sustentar mejor
las caracteristicas de BS y el uso de diversos sistemas de pruebas, asi como otros
protocolos experimentales y otros limites, para contribuir a los nuevos descubrimientos
con resultados terapéuticos.
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