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RESUMEN

La alfalfa (Medicago sativa L.,”"M. sativa”) es una hierba con un alto contenido
nutrimental por lo que es muy utilizada como forraje para ganado vacuno, ovino,
porcino, equino y aves de corral, ademas es ampliamente utilizada en la medicina
tradicional para tratar distintos padecimientos ya que, distintas investigaciones han
reportado que M. sativa reduce las concentraciones de colesterol y de glucosa en
sangre, tiene actividad antimicrobiana, ansiolitica, antiinflamatoria, antioxidante,
neuroprotectora y hepatoprotectora; pocos estudios han evaluado sus efectos
anticancerigenos. Sin embargo, se han reportado efectos toxicos por su consumo,
como la induccién de Lupus Eritematoso Sistémico (LES) atribuido a L-canavanina,
componente de la hierba; pancitopenia, y ademas se ha demostrado que el
cumestrol, un componente fitoestrogénico de M. sativa, puede ser causante de
mutagenicidad. En este estudio se evalué el efecto genotdxico de M. sativa de tres
cosechas diferentes mediante el ensayo cometa en su version alcalina en linfocitos
humanos, el cual permite observar el ADN dafiado por medio de la formacion de una
cola de cometa. Se prepar6 un extracto acuoso de M. sativa en polvo en
concentraciones de 50, 100, 200 y 400 pg/ml de tres cosechas diferentes y se
evaluaron en tiempos de 2 y 24 horas de exposicion al extracto. El analisis estadistico
se realizé por medio de la prueba de t de Student, en el cual se comprobé que M.
sativa, a las concentraciones de 50, 100, 200 y 400 pg/ml no ejerce efecto genotdxico
en comparacion con el control positivo.



1. ANTECEDENTES
1.1. Medicago sativa L.

La alfalfa (Medicago sativa L., “M. sativa”), es comunmente conocida como “padre
de todas las plantas”; es una especie vegetal de leguminosas herbaceas perennes,
una especie de la familia de las Fabaceae, originaria de Asia. La planta madura de
M. sativa se caracteriza por una fuerte raiz principal, la cual llega a medir de 6 m o
mas de longitud desde la raiz (ya que llega hasta 2 metros de profundidad) y con
muchas raices laterales conectadas a la corona cuando M. sativa se cultiva en suelos
bien drenados, profundos y himedos. La corona, una estructura compleja cerca de
la superficie del suelo, es responsable del crecimiento vegetal, produciendo brotes
gue se desarrollan en los tallos. Las hojas tri o multi foliadas de forma alterna en el
tallo, y tallos secundarios y terciarios puede desarrollarse a partir de las axilas de las
hojas. Una planta en un campo de produccién de forraje tipico tiene entre 5y 15; las
flores varian en color purpura, amarillo y crema las mas comunes (Figura 1). Después
de la polinizacion, las flores comunmente producen vainas de semillas en forma de

espiral (Lemus y col., 2003).

Debido a que su raiz se introduce en la tierra a gran profundidad, puede alcanzar
muchos nutrientes y soportar sequias extremas. La temperatura ambiental es un
factor de suma importancia para su adecuado desarrollo. La semilla puede germinar
desde una temperatura de 2 o 3°C, pero si es mas alta, la germinacion es mas rapida.
La 6ptima va de 28 a 30°C. Por otro lado, si la temperatura es excesivamente calida,

superior a los 38°C, las plantas mueren (Juan y col., 1995).
1.1a. Produccion mundial:

M. sativa es la leguminosa mas cultivada en el mundo, en México se calculan
producciones anuales de alrededor de los 69 millones de toneladas. Canada controla
la mayor parte del mercado (85%) de produccion y exportacion de M. sativa en el
mundo; en este rubro, también participan paises como Francia, ltalia, Espafia,
Holanda, México, Corea, Australia, entre otros. Japén y Estados Unidos dependen

en una parte en la importacion de productos de M. sativa, México es el segundo pais
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importador de productos de alfalfa a Estados Unidos, con una participacion promedio
del 11%, ya que por la cercania entre los paises, la logistica se vuelve menos

compleja y el transporte mas eficiente (SAGARPA, 2009).

Figura 1. Planta de alfalfa (M. sativa)
(Rangel, 1993).

La época de la siembra varia segun la regidon geografica. M. sativa puede sembrarse
en el ciclo otofio-invierno. En las regiones que tienen inviernos muy frios se hacen
siembras de primavera, aunque el momento Optimo es al terminar el verano o
comenzando el invierno, a fin de conseguir la germinacion de las semillas antes de
las heladas. M. sativa se corta 0 se cosecha durante el verano cuando el alfalfar
presenta una floracién de diez a 15 por ciento. En invierno se realiza cuando alcanza

una altura de 35 centimetros (Juan y col., 1995).
1.1b. Usos:

M. sativa es una hierba que se utiliza sobre todo como forraje, verde o seca, para el

ganado vacuno, ovino, porcino, equino y aves de corral. Por su valor nutritivo,



también tiene cabida en la cocina familiar. Sus brotes tiernos se usan en ensaladas
y para preparar agua de sabor. Adicionalmente, la M. sativa es usada en la medicina
tradicional para reducir la pérdida de memoria (Singh y Sharma, 2011), para
problemas de dolor de rifion, tos, dolores musculares, como rejuvenecedor,
antidiabético (Swanston y col.,, 1990), antioxidante (CieSla y col.,, 2012),
antiinflamatorio (Ki-Choon y col.,, 2013), antifungico (Houghton y col., 2006),
antimicrobiano (Avato y col., 2006), diurético y en desordenes del Sistema nervioso
central (Singh y Sharma, 2012).

M. sativa ha sido utilizada en China desde el siglo VI para tratar calculos renales,
fiebre, disuria, para aliviar la retencion de liquidos e hinchazén. Los nativos
americanos usaban M. sativa para tratar artritis, foranculos, cancer, escorbuto y
problemas urinarios. En México se emplea como complemento alimenticio y también
por sus propiedades curativas en diversos problemas del aparato digestivo (dolor
estomacal), respiratorio (tos), sistema renal-urinario (dolor renal), nervioso (para los

nervios) y musculo-esquelético (dolores musculares e inflamacion) (Suarez, 1990).
1.1c. Reportes fitoquimicos:

M. sativa contiene una gran variedad de fitoquimicos, se han reportado los

siguientes:

Alcaloides: trigonelina, estaquidrina, L- homoestaquidrina. Aminoacidos: lisina,
arginina, tirosina, histidina, fenilalanina, metionina, acido aspartico, acido glutamico,
asparagina, serina, alanina y treonina. Cumarinas: mirsellinol, escopoletina,
esculetina, acido 4- cumérico (Caunni, 2012).

Carotenos: Zeaxantina, luteina, criptoxantina (Gawet, 2012).

Enzimas: isoflavona reductasa, vestitona reductasa, iminopeptidasa, 2-
aminopeptidasas (Shao y col, 2007), ferritina, proteina fosfatasa 22 holoenzima A 'y
- amilasa (Singh y Sharma, 2011).

Flavonoides: quercetina, luteolina (y tres de sus glucosidos), apigenina (y 6 de sus

glucésidos), chrysoeriol, 7-O-B-D-glucuronopiranésido apigenina, 4" -O-3-D-



glucuronopirandsido apigenina, 7-O-[B-D-glucuronopiranosil(1 - 2)-O-B-D-
glucuronopirandsido]apigenina, 7-0O-B-D-glucuronopiranésido lutenolina y
medicarpina, cumestrol, genisteina, daidzeina, y formononetina (Stochmal, 2001 y
Ciesla, 2012).

Vitaminas y Minerales: A, B1, Bs, Bi2, C, D, E, K, niacina, acido pantoténico, biotina,
acido félico, Ca, K, P, Mg, Fe, Zn, Cu, Al, B, Cr, Co, Mn, Mo, Se, Si, Na, Sn. Acidos
organicos: citrato, malato, malonato, succinato, fumarato, lactato, benzoato (Gawet,
2012).

Aminoacidos no protéicos: L- canavanina (Malinow, 1981).

Fitoestrogenos: Cumestrol (Price y Fenwick, 1985).

Compuestos fendlicos: acido p- hidroxibenzdico, acido vanilinico, acidos ferulicos,
acido salicilico, acido sinapico, acido cafeico, hesperetina, naringenina, acido
clorogénico, acido tanico, heterdsidos (Caunni, 2012).

Poliaminas: norespermidina, norespermina (Caunni, 2012).

Saponinas: soyasapogenol A, B y E; acido medicagénico, bayogenina,
hederagenina, soyasapogenina |, formomenetina y acido zahnico, acido 3-Glc-Glc-
Rha-28Glc-medicagénico, acido 3-Glc-28-Glc-medicagénico, acido 3-Glc-malonil-28-
Glc-medicagénico, Ara- Glc-Ara-hederagenina, 3-Glc-Ara-28-Glc hederagenina,
hexa-hexa-bayogenina, acido  3-Glc-Glc-medicagénico, 3-Rha-  Gal-Glc-
soyasapongenol B (soyasapogenol I), 3-Glc-Ara-28-Glc-hederagenina, acido 3-Glc-
medicagénico, acido 3-Glc-malonil-medicageinico, Rha-Gal-GIcA soyasapogenol E,
Rha-hex-hex soyasapogenol E, Ara-hex-hederagenina, pen-hederagenina,
soyasapogenol A, soyasapogenol B, soyasapogenol E, bayogenina glicosido entre
otros (Sen y col., 1998).

Esteroles y compuestos volatiles: a-espinasterol, dihidroespinasterol, 24-metilcolest-
7-enol, campesterol, terpenos, limoneno, linalol, trans-O-cimeno, furanoides,
nonadienal, 2-metil-4-penteno, benzaldehido, acetato de benzaldehido, alcoholes:
butanol, hexanol, octanol, pentan-3-ol, 3-metil butanol, trans-2 pentenol, trans-2-
hexenol, trans-3-hexenol, pent-1-en-3-ol, octa-1,5-dien-3-ol, bencil alcohol, 2-

feniletanol; cetonas: pent-1-en-3-ona, pentan-3-ona, octan-3-ona, metilfenil cetona;



ésteres: acetato de trans-3- hexenilo, butanoato de trans-3-hexenilo; aldehidos:
hexanal, trans-2-pentanal, trans-2-hexenal, trans-2-noneal, trans-2,4-hexadienal,
furano-2-acetato (Singh y Sharma, 2011).

1.1d. Reportes clinicos y farmacoldgicos:

Se ha reportado que M. sativa reduce la absorcion del colesterol y formacion de la
placa aterosclerdtica en animales (Wilcox y Galloway, 1961), corroborando esta
propiedad en cultivos de M. sativa libres de cumestrol y L-canavanina y
posteriormente determinaron que, en conejos hipercolesterolémicos, por medio de
tratamiento con extracto alcohdlico de M. sativa, se produjo una reduccién de la
concentracion plasmatica de colesterol total y de la lipoproteina de baja densidad y
que posee una fuerte actividad antiaterosclerética (Khaleel y col., 2005). Asi como
las saponinas contenidas en M. sativa disminuyen las concentraciones plasmaticas
del colesterol, sin cambiar las concentraciones de la lipoproteina de alta densidad,
disminuye la absorcion intestinal del colesterol, incrementando la excrecion de
esteroides neutros y acidos biliares, previene e induce la regresion de aterosclerosis
(Malinow y col., 1977).

Presenta actividad antimicrobiana en bacterias Gram positivas y Gram negativas
aunque la actividad fue especialmente alta contra bacterias Gram positivas (Bacillus
cereus, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis) que fueron
las empleadas en el ensayo y antifiungica en Saccharomyces cerevisiae y Candida
albicans (Avato y col., 2006), antihelminticas contra Xiphinema index (D’Addabbo y
col., 2009).

Se ha reportado también que las infusiones de M. sativa reducen los niveles de
hiperglicemia en la diabetes inducida por estreptozotocina; el extracto acuoso
estimula el transporte de 2-desoxi-D-glucosa, la oxidacién de la glucosa y la
incorporacion de la glucosa en glucégeno en musculo abdominal del ratén. En
administracion aguda estimula la secrecion de insulina por BRIN-BD11, linea celular

- pancreética (Mohamed y col., 2006). La relacién con la actividad secretora de la



insulina en M. sativa es por efecto de mas de un constituyente; el manganeso es
reportado como el principal responsable de los efectos hipoglucémicos en M. sativa

(Swanston y col., 1990).

Se evaluod el potencial antiinflamatorio de M. sativa y los mecanismos involucrados
mediante la preparacion de una serie de extractos a partir de un extracto metandlico,
cuyos disolventes usados fueron éter de petréleo, cloroformo, n-butanol y agua
destilada; se administréo 1 pg/ml de lipopolisacaridos estimulantes de la respuesta
inmune, con lo cual se incrementaron las concentraciones de nitrito en macréfagos
RAW267.4, pero usando el extracto cloroformico se redujeron los niveles
significativamente, disminuyeron los niveles de Factor de Necrosis Tumoral alfa e
interleucinas IL-6 e IL-1b, y ademas aumentd la supervivencia de los ratones
después de 48 horas del tratamiento con lipopolisacaridos. Las subfracciones del
extracto cloroférmico suprimen la activacion de la sefal de la quinasa extracelular
regulada por lipopolisacéaridos y el Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras
kappa de las células B activadas, ademas inhibe la produccién de Oxido nitrico y la
secrecion de citoquinas proinflamatorias en células macréfagos; se encontré que los
derivados del acido cinamico y acidos grasos son los componentes activos del

extracto, demostrandose su actividad antiinflamatoria (Ki-Choon y col., 2013).

M. sativa también presenta actividad antidermatofiticas contra tres tipos de hongos
dermatofiticos: Microsporum gypseum, Trichophyton interdigitale y Trichophyton
tonsurans, por medio del ensayo de dilucidén en placas de mircowell para determinar
la Concentracion Minima Inhibitoria; para el ensayo se utilizo el extracto crudo de la
planta y las saponinas aisladas y previamente identificadas, en concentraciones de
4 mg/ml a 0.0625 mg/ml, en medio Sabouraud dextrosa se inocul6 el equivalente a
10* UFC/ml en 30°C por 24 horas y el crecimiento del hongo se comenzé a observar
a 120 horas después de la incubacion, se utiliz6 como control positivo miconazol.
Como resultado, se observé que T. tonsurans era mas sensible a los extractos y que
los glucésidos monodesmosidicos de acido medicagénico eran los mas activos
(Houghton y col., 2006).



Ademas M. sativa exhibe un efecto neuroprotector y una mejor defensa antioxidante
contra la isquemia y la lesion cerebral inducida por reperfusion en ratén. Se empled
como metodologia la oclusion de la arteria carétida bilateral produciendo un infarto
cerebral, ademas se determinoé la actividad de la xantina oxidasa, la produccion de
aniéon superoxido, el agotamiento del glutation reducido y la actividad de la
superoéxido dismutasa, con esto se determind un estandar de dafio y ademas se
observo un deterioro de la memoria a corto plazo y la coordinacion motora. En otro
grupo se realiz0 un pre-tratamiento con extracto metandlico de M. sativa a
concentraciones de 100 y 200 mg/Kg, posteriormente se produjo la isquemia
cerebral. Como resultado, se logré determinar que en los ratones tratados con M.
sativa se redujo el tamafio del infarto cerebral, asi como los niveles de anién
superoxido, de xantina oxidasa, la restauracion significativa de los niveles de
glutatién reducido, superéxido dismutasa y el deterioro atenuado de la memoria a
corto plazo y la coordinacién motora; este efecto se debe a la actividad antioxidante
y como consecuencia, la inhibicion en la formacién de ROS (especies reactivas de

oxigeno) (Singh y Sharma, 2010).

Ademas se ha evaluado el efecto hepatoprotector de M. sativa en intoxicaciones por
Tetracloruro de carbono en ratas. El extracto de M. sativa se evalud en ratones tipo
Winstar y se cuantificaron los niveles de transaminasas séricas, fosfatasa alcalina,
bilirrubinas, perfil lipidico, proteinas totales, asi como el efecto sobre el
malonilaldehido, un producto final de la peroxidacion lipidica, y la actividad
antioxidante por la determinacion de grupos sulfhidrilo no protéicos en higado. El
estado antioxidante en el higado asociado a los niveles de grupos sulfhidrilo no
protéicos Yy el contenido de proteinas totales se redujeron en los animales tratados
s6lo con Tetracloruro de carbono. En el pretratamiento con M. sativa y silimarina
durante tres semanas antes de la administracion de Tetracloruro de carbono se
previno de manera significativa el aumento de los niveles séricos de los marcadores
hepaticos. Un examen histopatologico de los higados de las ratas mostré que el
extracto de alfalfa redujo la incidencia de las lesiones inducidas por Tetracloruro de

carbono. La evaluacion antioxidante in vitro del extracto de M. sativa por el ensayo



del 2,2-difenil-1-picril hidrazilo y ensayos caroteno-linoleico demostré un potencial
antioxidante moderado. Los resultados sugieren que el extracto de alfalfa posee
propiedades hepatoprotectoras y antioxidantes contra el estrés oxidativo,

posiblemente, a través de sus constituyentes (Al-Dosari, 2012).

Para comprobar la veracidad del uso tradicional como ansiolitico de M. sativa, se
realizé un estudio usando las partes aéreas de esta planta extraidas con éter de
petréleo (60- 80°C), cloroformo, metanol y agua destilada. Todos los extractos crudos
fueron evaluados para la actividad anti-ansiedad en ratones utilizando el aparato de
laberinto elevado, se utilizé el diazepam como farmaco estandar. Como resultado,
de todos los extractos evaluados, s6lo el extracto metandlico mostré actividad
significativa (p < 0.05) al aumentar el tiempo medio de permanencia, y el nUmero de
entradas en los brazos abiertos a una dosis de 100 mg/ Kg en ratones con respecto
al vehiculo control tratado asi como el estandar (2 mg/Kg), demostrando asi que M.
sativa ejerce un efecto ansiolitico en ratones, y podria servir con un nuevo enfoque

para el tratamiento de la ansiedad (Singh y Sharma, 2012).

Sin  embargo, solo unos pocos estudios han informado de sus efectos
anticancerosos. En un estudio realizado con extractos obtenidos a partir de hojas de
M. sativa y acetona, a su vez fraccionados con tolueno, acetato de etilo, n-butanol y
metil terc-butil éter; sus efectos citotoxicos se evaluaron en varias lineas de células
tumorales sensibles y resistentes a multiples farmacos. Usando la linea celular de
leucemia de ratén P388 y su contraparte doxorrubicina resistentes (P388/DOX), se
demostrd que la inhibicidn del crecimiento celular inducido por extractos de hojas de
M. sativa fue mediada a través de la induccion de la apoptosis, como se evidencia
por el andlisis de la fragmentacién del ADN (Acido Desoxirribonucleico). La ejecucién
de la muerte celular programada se logr6 a través de la activacion de caspasa-3, lo
gue lleva a la escision de la enzima poli ADP ribosa polimerasa. El fraccionamiento
de extracto de tolueno, el extracto mas activo obtenido a partir de extracto crudo,
condujo a la identificacién de 3 derivados de terpeno y 5 flavonoides. Entre ellos, (-)-
Medicarpina, (-)-melilotocarpan E, millepurpan, Tricina, y chrysoeriol, que mostraron
efectos citotoxicos en P388 asi como en células P388/DOX. Estos resultados

8



demuestran que el extracto de hoja de alfalfa puede tener un interesante potencial
en la prevencién o terapia del cancer (Gatouillat y col., 2014).

1.2. Toxicidad y efectos adversos:

Se ha reportado que tanto las semillas, como la hierba de M. sativa inducen Lupus
Eritematoso Sistémico. El estudio se realizé con diez primates hembra de edad
adulta, las cuales fueron asignadas al azar a dos grupos: 1) Grupo con dieta
isocaldrica que contenia caseina, sucrosa, mantequilla, vitaminas, sales y 0.34 mg
de colesterol por caloria, con 23% de las calorias proporcionadas por proteinas, 34%
por carbohidratos y 43% por grasas, este grupo sirvi6 como control; y 2) Grupo con
dieta isocalérica y 45% de semillas de alfalfa molida. Ambos grupos fueron
estudiados en intervalos mensuales después de 5 meses en sus respectivas dietas.
Los animales control tenian una media de hematocrito de 43+2%; los resultados de
las pruebas de antiglobulina, anticuerpos antinucleares y presencia de células LE
fueron negativo. Los valores promedio de C3 y C4 fueron 309+47 mg/dl y 35+7 mg/dl
respectivamente. Los niveles promedio de anti-ADN de doble cadena fue de
1,9+0,2% en suero. En el grupo dos, tres de los cinco animales alimentados con
semillas de alfalfa desarrollaron signos de una enfermedad similar al Lupus
Eritematoso Sistémico, caracterizada por anemia aguda (Hematocrito 30% mas
bajo), Anticuerpos antinucleares positivo (titulo mayor a 1:15, 1:360 como patrén
limite) y niveles elevados de anti-ADN de doble cadena (96%) con grados variables
de hipocomplementemia (Bardana y col., 1982).

Después de once meses de la exposicion inicial a las semillas de alfalfa, los animales
estaban moribundos y tuvieron que ser sacrificados para la realizaciébn de una
necropsia. La necropsia revel6 hiperqueratosis de la piel del antebrazo, cadera, y el
cuero cabelludo con taponamiento queratésico de los foliculos pilosos, la
desaparicion de glandulas sebéaceas, inflamacién dérmica crénica, y colonizacion
bacteriana focalizada con ulceracién y dermatitis purulenta aguda. Hubo peritonitis

aguda con un gran namero de bacilos gram negativos y cocos gram positivo.



También se observd una tiroiditis cronica severa. No se observd dafos renales ni

arteriales. (Bardanay col., 1982).

Esto se atribuye a la L-canavanina, un constituyente no proteico de M. sativa que
trabaja como un potente antagonista que exhibe una actividad antimetabdlica en
muchos sistemas vivos in vivo e in vitro. La L- canavanina puede competir con L-
arginina en muchas enzimas como la arginil-tRNA- sintetasa, la Oxido nitrico
sintetasa inducible (iNOS) y Arginasa. Lo mas importante, la L- canavanina es un
sustrato para la enzima arginil-tRNA sintetasa y asi reemplazar a la L-arginina
durante la sintesis de proteinas; L- canavanina se puede incorporar de manera mas
eficiente en la presencia de un proceso inflamatorio u otra condicion que pueda
causar deficiencia de arginina (Akaogi y col., 2006). Otro mecanismo planteado es
que, L- Canavanina se escinde hidroliticamente por la arginasa para producir
canalina y urea. Los estudios han demostrado que canalina tiene propiedades de
antimetabolito, que se cree resulta de su capacidad para unirse con fosfato de
piridoxina haciendo que el resto de las enzimas dependientes de vitamina Bs
empleen este cofactor inactivo (Bardana y col., 1982). Es posible que el resto ejerza
un efecto toxico sobre el sistema de degradacion de ADN, mediada por una enzima
homeostética que resulta en complejos de ADN-anti-ADN (Alcocer y col., 1985). Se
ha reportado que las semillas de M. sativa contienen cantidades sustanciales de
canavanina (80- 150 mg/Kg), en cambio, en las hojas se reportan cantidades de 0.9-
1.2 mg/g (Gawet, 2012).

Lupus Eritematoso Sistémico (LES) es una enfermedad autoinmune caracterizada
por anemia, bajos niveles de componentes del complemento en el suero, anticuerpos
a ADN y una deposicion de inmunoglobulinas y complementos en la piel y rifiones.
La evidencia disponible sugiere que LES en los humanos es de etiologia
multifactorial. Anormalidades seroldgicas incluyen complemento deprimido,
anticuerpos a constituyentes nucleares, leucocitos y eritrocitos. Los factores
genéticos, virales e inmunoldgicos han sido implicados en su causalidad. Algunos de
estos factores pueden ser necesarios, pero no suficientes por si mismos para la

expresion de la enfermedad. LES inducido por farmacos es poco frecuente, pues
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ocurre 10 veces con menos frecuencia que LES idiopatico, y que difieren entre si por
la baja incidencia de afectacién renal y del sistema nervioso central, la presencia de
anticuerpos contra ADN de doble cadena, y la alta incidencia de anticuerpos anti

histonas (Alcocer y col., 1985).

El consumo de las semillas de M. sativa causa pancitopenia en humanos. Un hombre
aparentemente sano de 59 afnos de edad, como participante de un estudio para
reducir las concentraciones de colesterol plasmatico por el consumo de semillas de
M. sativa, ingiri6 de 80-160 g de semillas molidas al dia, en ocho ocasiones,
distribuidos en periodos de seis semanas por 5 meses; la concentracion de su
colesterol plasmatico se redujo, no se presentaron complicaciones ni sintomas
durante el estudio, excepto flatulencias durante la ingestion de las semillas. Analisis
clinicos de rutina al final del periodo de observacién, revelaron anemia y leucopenia,
cinco meses antes los valores habian sido normales; un examen fisico revelo
esplenomegalia, la prueba de Coombs directa e indirecta reveld unidn de
Inmunoglobulina G y se detectaron anticuerpos antinucleares eritrocitarios. Un
examen de rayos X de térax mostré pequefios nédulos calcificados compatibles con
la exposicién al bacilo de tuberculosis. Cuando las semillas de M. sativa ya no fueron
ingeridas, el bazo se redujo a la normalidad, los estudios serolégicos y
complementarios volvieron a ser negativos y los valores hematoldgicos regresaron
lentamente a la normalidad; el paciente permanecié sin sintomas y continud llevando
una vida normal. Aunque este caso sugiere que la pancitopenia ocurre cuando se
ingieren cantidades relativamente grandes de semillas de M. sativa, queda por
determinar si las anomalias similares se producen cuando se consumen cantidades

mas pequenfas de las semillas (Malinow y col., 1981).

Por otra parte, se ha reportado que el Cumestrol (Figura 2), un fitoestrégeno que se
encuentra en altos niveles en M. sativa y el trébol rojo, produce trastornos endocrinos
en los animales de granja expuestos a altos niveles de fitoestrogenos. Estudios
anteriores encontraron que cumestrol induce rompimiento de la cadena de ADN,

provoca la formacién de micronucleos, y mutaciones en el gen de la hipoxantina
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fosforribosil transferasa (HPRT) de las células de ovario del hdmster chino (Kulling y
Metzler, 1997).

HO o

/ OH

0]

Figura 2. Cumestrol, componente fitoestrogénico de la
alfalfa (M. sativa)

Se realizaron estudios para evaluar el efecto de la exposicion a cumestrol en células
linfoblasticas humanas AHH-1 TK*-. Los microntcleos fueron inducidos con la
frecuencia mas alta que ocurre en el dia 2 después de la exposicion. Andlisis de
citometria de flujo de células tefiidas con anexina V-FITC-7-aminoactinomicina D
indicaron que la principal via de la muerte celular era por apoptosis. Las mutaciones
se indujeron en el gen de la timidina quinasa (TK) y se debieron principalmente a la
induccion de clones con el fenotipo de crecimiento lento. Un analisis molecular
posterior reveld la pérdida del exdn 4 en los clones con exposicién al cumestrol,
indicativo de pérdida de heterocigosidad y de conformidad con una propuesta de la
inhibicion de la actividad de la topoisomerasa-Il como un mecanismo de accién para
cumestrol. En conjunto, estos resultados sugieren que a las exposiciones a cumestrol
se presentan ambas propiedades mutagénicas y clastogénicas en las células

linfoblasticas humanas cultivadas (Domon y col., 2001).

Ademas se han reportado estudios de mutagenicidad con la prueba de Ames,
utilizando cepas de ensayo TA98 y TA100 en presencia y ausencia de microsomas
hepaticos de rata. Se prob6 un extracto ceténico de M. sativa, sin embargo, los

resultados obtenidos para esta planta fueron negativos (White y col., 1985).
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Hasta este punto de la investigacion sobre M. sativa, no se tienen reportados estudios
realizados sobre efectos de genotoxicidad en animales o humanos, por lo que es de
vital importancia conocer si se puede ingerir de manera segura, a pesar del contenido
de compuestos quimicos reportados como causantes de dafio a la salud y que se

encuentran en esta planta.
1.3. Dafio al ADN

La integridad de nuestro ADN es un aspecto fundamental para la salud y buen
funcionamiento del organismo, sin embargo, sabemos que el material genético es
susceptible a ser dafiado por numerosos agentes 0 procesos, por ejemplo, la guanina
es especialmente susceptible a las especies reactivas de oxigeno producidas
durante el metabolismo natural de las células; por lo que se sabe que en el cuerpo
humano diariamente se producen mas de 10,000 puntos de oxidacién en el ADN por
célula y ademas se han encontrado 35 diferentes formas de bases oxidadas en el
ADN de manera in vitro. Aunque la mayoria del dafio que se produce en el material
geneético es reparado eficientemente por las enzimas de reparacion de ADN, parte
de él escapa a este proceso y ademas se acumula con la edad, por lo que estas
lesiones no reparadas o mal reparadas pueden afectar diversos mecanismos, tales
como el control del ciclo celular, la expresion génica, la comunicacion citoplasma-
mitocondria, constituyendo un potencial proceso de desarrollo de carcinogénesis
(Karp, 2010)

La genotoxicidad es una propiedad que poseen ciertos agentes y que se caracteriza
por afectar a la integridad del genoma de los seres vivos. Un agente genotoxico es
aguel compuesto de naturaleza quimica o fisica capaz de inducir, directa o
indirectamente, alteraciones en el material genético de los seres vivos con el
consiguiente bloqueo de la replicacion, asi como la aparicion de mutaciones que
derivan en patologias y/o cambios en las caracteristicas de dichos organismos
(Mauriz y Martinez, 2014).

Si se acepta que el dafio en el ADN es perjudicial, la prevenciéon del mismo o el

incremento en la eficiencia en reparacion, cabe considerarlos como beneficiosos, por
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lo que es de suma importancia, contar con herramientas sensibles y fiables que nos
permitan profundizar en los aspectos relacionado con la deteccion del dafio en el

ADN, asi como con su proteccion y reparacion (Zufiga, 2009).

Cuando el ADN se afecta por radiacion ionizante, el esqueleto de la molécula sufre
con frecuencia roturas; cuando se expone a ciertos reactivos quimicos, algunos de
los cuales se generan por el metabolismo de la célula misma, las bases de una
molécula de ADN pueden alterarse de manera estructural; cuando se somete a
radiacion del tipo ultravioleta, las pirimidinas adyacentes en las cadenas de ADN
tienden a interactuar entre si para formar complejos covalentes y crear un dimero.
De igual forma, la absorcion de energia térmica producida por el metabolismo, es
suficiente para eliminar las bases de adenina y guanina de su union a los azlcares
en el esqueleto de ADN (Figura 3). La magnitud de estas alteraciones espontaneas
o lesiones, pueden reconocerse, si se considera que cada célula de un mamifero de
sangre caliente, pierde alrededor de 10 000 bases por dia. La falla para reparar estas
lesiones produce anomalias permanentes, 0 mutaciones, en el ADN. Si la mutacion
tiene lugar en una célula destinada a ser un gameto, la alteracion genética puede
pasar de una generacion a la proxima. Las mutaciones también tienen efectos en las
células somaticas (por ejemplo, en células que no pertenecen a la linea germinal):
pueden interferir en la transcripcion y la replicacion, lo que causa la transformacion
maligna de una célula o acelera el proceso por medio del cual un organismo envejece
(Karp, 2010).
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Figura 3. Dafio al ADN causado por exposicion a agentes
guimicos y fisicos (Adaptado de Karp, 2010).

1.4.Ensayo cometa

Es un método para medir el dafio al ADN en las células humanas como linfocitos,
obtenidos en el curso de los estudios basados en la poblacibn en exposicion
ambiental y ocupacional a los diferentes agentes genotdxicos, incluyendo radiacion,
productos quimicos y estrés oxidativo. Las células se incrustan en una capa delgada
de agarosa, sobre un portaobjetos de vidrio o pelicula de plastico, luego se lisan con
una solucién detergente y NaCl 2.5 M, las membranas y constituyentes celulares
solubles, asi como las histonas, se retiraran, dejando al ADN superenrollado unido
a la matriz nuclear. La incubacion alcalina subsecuente y la electroforesis hacen que
los bucles de ADN gue contienen rupturas se muevan hacia el @&nhodo formando una

“cola de cometa” cuando se visualiza por microscopio de fluorescencia (Figura 4). El
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contenido relativo de ADN en la cola indica la frecuencia de las rupturas (Zufiga,
2009).

MoMoXoN

=

Células embebidas en agarosa
sobre un portaobjetos

Lisis: Inton X100, 2,5 M NaCl

f Nucleoide: DNA
superenrollado ]

Incubacion con enzimas
(opcional); tratamiento
dlc aling; elecroforesis

Ensayo delcomela
1

_/

L azos de DNA atraidos por
el anodo . Frecuenciade
roturas relacionadacon el
% de DNA en lacola

Figura 4. Principio general de la formacion de la cola
de cometa bajo condiciones alcalinas (Zufiga, 2009).

En la incorporaciéon de un paso adicional en una etapa temprana del ensayo, al
adicionar digestion con una endonucleasa especifica de la lesion después de la lisis,
permite la deteccion cuantitativa de bases dafiadas; mas comunmente, las bases
oxidadas. El ensayo cometa tiene aplicacién en areas de las ciencias biomédicas y
de salud ambiental, tales como la vigilancia bioldgica de las poblaciones humanas
para la exposicion ocupacional/ambiental a agentes genotoxicos, la evaluacion de
dafios en el ADN y el estrés oxidativo en relacion con diversas enfermedades y la
evaluacion de la proteccion antioxidante ofrecida por micronutrientes en la dieta
humana (Dusinska y Collins, 2008).
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En la evaluacion de riesgos, el ensayo cometa puede ayudar en la identificacion de
peligros. El dafio del ADN también es comunmente considerado como un marcador
de riesgo de cancer. Esta claro que es relevante para el cancer ya que el dafio del
ADN es suceso iniciador en la carcinogénesis, pero hasta ahora no hay evidencia de
que un alto nivel de dafio en el ADN, medido en las células blancas de la sangre (la
muestra normal en humanos) refleje un riesgo elevado de cancer. En contraste, se
ha demostrado que tiene valor predictivo de aberraciones cromosomicas Yy

micronucleos (Azqueta y col., 2014).

La version alcalina del ensayo detecta roturas de cadena simple y doble del ADN,
pero las roturas de cadena simple no son las mas interesantes, ya que son facilmente
reparadas y no son consideradas como lesiones significativamente letales o
mutagénicas. Muchos agentes mutagénicos no introducen roturas directamente,
pero pueden producir sitios apurinicos/ apirimidicos, los cuales son alcalinos labiles
y probablemente se rompen mientras el ADN es sometido a la electroforesis a pH
alto. Ademas, otras lesiones pueden estar presentes transitoriamente durante la
reparacion celular por escisién de bases y, por lo tanto, un alto nivel de roturas
pueden indicar un gran dafio o una deficiente reparacion. De hecho, se puede
obtener mucha informacion util mediante la exploracion de la reparacién celular que
produce roturas del ADN y asi revelar o amplificar los efectos de las genotoxinas que,
de otra manera, podrian no mostrar efectos positivos en el ensayo cometa (Zufiga,
2009).
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2. HIPOTESIS

La alfalfa (Medicago sativa) no ejerce genotoxicidad en el ADN de linfocitos

humanos.
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3. OBJETIVOS
3.1 General:

» Evaluar la genotoxicidad de M. sativa en linfocitos humanos en un modelo in

vitro por el ensayo cometa en su version alcalina.

3.2 Especificos:

» Plantear las concentraciones utilizadas y los diferentes tiempos de incubacion
de los linfocitos humanos para la evaluacion de la genotoxicidad del extracto
acuoso de M. sativa en polvo.

» Evaluar la posible genotoxicidad in vitro M. sativa en linfocitos humanos con
la metodologia del ensayo cometa en su version alcalina; en concentraciones
de 50, 100, 200 y 400 pg/mL a 2 y 24 horas.

 Comparar el dafio al ADN desarrollado por M. sativa en las diferentes
concentraciones evaluadas en los linfocitos humanos, contra un control
negativo de PBS 1X y control positivo de H202 200 uM con la prueba
estadistica de t de student.
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4. METODOLOGIA

4.1 Materiales:

Sangre periférica

Jeringa de 5 mL

Aguja Vacutainer

Tubo de ensaye con EDTA de 5
ml

Camisa para aguja vacutainer
Ligadura

Torundas con alcohol

Tubos Falcon de 15 mL

Pipetas de plastico de 5 mL
Pipetas pasteur

Tubos eppendorf

Portaobjetos rectangulares
Cubreobjetos rectangulares
Vasos de precipitados de 50 mL

Vaso de precipitados de 600 mL

4.2 Reactivos:

Reactivo de Ficoll Histopaque
PBS 1X.

Probeta graduada de 50 mL
Pipeta graduada de 5 mL
Pipeta graduada de 1 mL
Probeta graduada de 500 mL
Frascos ambar 150 mL
Camaras de  electroforesis
horizontales.

Fuente de poder

Potenciometro de pH
Microscopio modelo AxioSkop 2
Plus con camara marca Carl
Zeiss.

Lampara de fluorescencia.

Balanza analitica

Gel de agarosa de punto de fusion normal (PFN) al 1%

Gel de agarosa de bajo punto de fusion (BPF) al 0.5%

NaOH 2N

HCI 2N

Buffer de lisis pH= 10

Buffer de electroforesis pH= 13
Buffer de neutralizacion pH= 7.5

Bromuro de etidio 1 pm/ml
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4.3 Métodos:

4.3.1 Preparacion de Extractos.

Se prepararon extractos acuosos de M. sativa en polvo de tres cosechas diferentes
en concentraciones de 50, 100, 200 y 400 pg/mL, pesando las cantidades necesarias
en una balanza analitica, mezclando con agua destilada y dejando en maceracion
por tres dias para extraer la mayor cantidad de componentes solubles, puesto a que
la alfalfa en polvo no se puede disolver en el agua.

4.3.2 Ensayo cometa.

En su versién estandar el ensayo cometa se lleva a cabo en condiciones alcalinas,
de acuerdo con el método inicialmente descrito por Singh y col., 1988, con ligeras
modificaciones implementadas por Becerra-Becerra, 2014. Se compone de diversas

etapas descritas a continuacion.

4.3.2.1 Preparacion de soluciones

» Buffer de lisis: Para la preparacion de 50 mL de esta solucion se emplearon
7.305 g NaCl, 0.06 Tris Base, 0.4g NaOH, 1.86 g EDTA, 5 mL Dimetilsulfoxido
(DMSO0), 0.5 mL Triton 100x. Se disolvio el NaCl en 25 mL de agua destilada,
posteriormente se le adiciond el Tris, el EDTA y al Gltimo en NaOH, los sélidos
se disolvieron completamente, posteriormente, se le agreg6é el DMSO vy el
Triton 100x, se afor6 a 50 mL con agua destilada y se ajusto el pH a 10
(Becerra, 2014).

NOTA: La finalidad de la DMSO en la solucion de lisis es eliminar los radicales
generados por el hierro liberado de la hemoglobina cuando se utiliza sangre o tejidos

de animales.

» Buffer de electroforesis: se pesaron 6 g de NaOH los cuales se disolvieron en
un 50 mL de agua, se le adicion6 0.185 g de EDTA, se afor6 a 500 mL con
agua destilada y se ajusto el pH a 13.

» Buffer neutralizador: se pesaron 12.12 g de Tris-HCI y se disolvieron en 200

mL de agua destilada, el pH final fue de 7.5.
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4.3.2.2 Obtencion de linfocitos de sangre venosa.

La extraccién de los linfocitos se realizé de acuerdo a los requerimientos de la
NORMA Oficial Mexicana NOM-012-SSA3-2012, que establece los criterios para la
ejecucion de proyectos de investigacion para la salud en seres humanos (Becerra-
Becerra, 2014). Las muestras se obtuvieron de pacientes sanos, no fumadores, de
la edad de 20- 23 afios, sin antecedentes de enfermedades cronico- degenerativas

o infecto-contagiosas, de los cuales se contd con el consentimiento informado.

La muestra de sangre se obtuvo en tubo con EDTA, se mezclé cuidadosamente y
posteriormente se vertié en un tubo Falcon de 12 mL para mezclar 1:1 con PBS 1X.

En otro tubo Falcon de 12 mL se adicionaron 3 mL de reactivo Ficoll- Paque y se le
agrego 4 mL de sangre previamente diluida por las paredes del tubo cuidando que
no se mezclara la sangre con el reactivo de manera que se observaran dos fases.
Posteriormente se centrifugd la sangre a 3500 rpm por 30 minutos. Finalizado este
tiempo, se extrajo la interfase (donde se encontraban los linfocitos) con ayuda de una
pipeta pasteur y se colocaron en otro tubo falcon para diluir 1:2 los linfocitos extraidos
con PBS 1X (es decir, por cada 1 mL de linfocitos extraidos, adicionar 2 volumenes
iguales de PBS, con un volumen total de 3 mL). Enseguida, se centrifugaron a 3000
rom por 5 minutos; terminado este tiempo, se extrajo el pellet de linfocitos y se
vaciaron a otro tubo falcon con 2 volumenes de PBS 1X.

Se determind la cantidad necesaria de linfocitos para el estudio por medio del

recuento de leucocitos con camara de Neubauer (recuento de leucocitos >1000/uL).
4.3.2.3 Preparacion de microgeles de agarosa.

Primero, se desengrasaron los portaobjetos sumergiendo en metanol durante 10
minutos. Se preparo una solucion de agarosa de punto de fusion normal (NMA), al 1
% en PBS 0.5x, la cual se mantuvo a 37°C, se colocaron 150 pL en un extremo del
portaobjetos y se hizo un barrido sobre todo el portaobjetos con ayuda de un
cubreobjetos, se dejaron secar. Después del periodo de incubacion de los linfocitos,
se centrifugaron por 5 minutos a 3500 rpm para retirar el extracto de M. sativa, se
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decantd y se realizaron dos lavados con 500 yL de PBS 1X. Posteriormente se
colocaron 50 pL de solucidn de linfocitos después de la incubacion a los tiempos de
2 y 24 horas con las diferentes concentraciones de M. sativa estudiadas sobre la
primera capa de agarosa, junto con 100 pL de una solucion de agarosa de bajo punto
de fusion (LMA) al 0.5% en PBS 0.5x mantenida previamente a 37°C, se cubrio
inmediatamente con un cubreobjetos de 24 mm x 60 mm. Se dejaron solidificar a 4°C
durante 5 minutos y, transcurrido este tiempo, se retiraron los cubreobjetos
procurando no romper las capas. Finalmente se depositd una tercera capa de
agarosa (LMA) al 0.5% en PBS 0.5x previamente mantenida a 37°C, se cubri6
nuevamente con un cubreobjetos y se dej6 solidificar durante 5 minutos a 4°C. Se

retird el cubreobjetos y las preparaciones fueron sumergidas en buffer de lisis.
4.3.2.4 Lisis celular.

La solucion de lisis se compone de 2.5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 Mm Tris-HCI,
DMSO 10%, 1% Triton X-100 y ajustado a un pH 10, donde las preparaciones fueron
sumergidas durante 1 hora a 4°C. La solucion se enfrié previamente para asegurar

la estabilidad de los geles en los portaobjetos (Becerra, 2014).

La alta concentracion de sales y detergentes de esta solucibn permite la
desintegracion de las membranas citoplasmaticas y nucleares, asi como la
eliminacién de restos citoplasmaticos, RNA y algunas proteinas nucleares (Zufiga,
2009). A partir de este punto, todo el proceso se realiz6 en la mayor oscuridad posible

para evitar el dafio adicional que pudiese producir la luz en el DNA desprotegido.
4.3.2.5 Desnaturalizacion y electroforesis.

Después de la lisis, las preparaciones se colocaron en una camara de electroforesis
horizontal evitando espacios entre ellas, para asegurar la uniformidad en el paso de
la corriente e impedir el movimiento de las preparaciones sometidas al campo
eléctrico. Se lleno la camara con solucion de electroforesis de manera que las
preparaciones quedaran completamente sumergidas, se dejaron en estas

condiciones por 20 min. Una vez transcurrido este tiempo se procedié a una
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electroforesis durante 20 min a 25 V y a 0.3 A. Las preparaciones se orientaron
teniendo en cuenta que el ADN, al tener carga negativa, migrard hacia el polo

positivo.

La solucién de electroforesis contiene 1 mM EDTA y 300 mM NaOH con un pH final
ajustado a 13. La alcalinidad de esta solucion permite la disociacion de las hebras de
ADN.

4.3.2.6  Neutralizacion y fijacion.

Finalizada la electroforesis, las laminillas se retiraron de la cAmaray se colocaron en
una caja para someterlo a lavados con buffer de neutralizacion (3 veces durante 5

min cada vez). Esta solucién contiene 0.4 Mm Tris-HCI con un pH ajustado a 7.5.
4.3.2.7 Tincién y visualizacién

Las preparaciones se tifleron antes del analisis al microscopio. Para esto, se
depositaron 50 pL de bromuro de etidio a 1 yg/mL sobre cada preparaciéon y se

cubrieron con cubreobjetos.

Para la visualizacion de dafio en el ADN, se realizaron observaciones de ADN tefido
con Bromuro de Etidio utilizando un objetivo de 40x en un microscopio con lampara

de fluorescencia, equipado a un filtro de excitacién de 480 — 550 nm.
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4.4 Disefo experimental:

Cuadro 1. Determinacion de la genotoxicidad de M. sativa de tres cosechas

diferentes.

Control (+) H.0> 200 uM 2y 24 hrs
Control (-) PBS 1X 2y 24 hrs
la 50 pg/mL 2y 24 hrs
2a M. sativa cosecha 100 pg/mL 2y 24 hrs
sa ' 200 pg/mL 2y 24hrs
4a 400 pg/mL 2y 24 hrs
1b 50 pg/mL 2y 24 hrs
2b M. sativa cosecha 100 pg/mL 2y 24 hrs
3b ’ 200 pg/mL 2y 24 hrs
4b 400 pg/mL 2y 24 hrs
le 50 pg/mL 2y 24 hrs
2 M. sativa cosecha 100 pg/mL 2y 24 hrs
3¢ ° 200 pg/mL 2y 24hrs
4c 400 pg/m| 2y 24 hrs
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Se realizé la incubacion de linfocitos humanos previamente extraidos de sangre
periférica como se explicd en la metodologia con los extractos de las 3 cosechas
diferentes de M. sativa en polvo a diferentes concentraciones, colocando 200 uL de
linfocitos en PBS 1X con 800 pL de las soluciones a probar, los cuales se incubaron

a los tiempos y concentraciones expresados en el Cuadro 1.

Posteriormente se realizé la determinacion del ADN dafiado por el ensayo cometa
en su versién alcalina (mencionado en la metodologia) y la observacion al
microscopio del dafio causado por el agente de estudio; tomando fotografias con
ayuda de la camara incorporada al microscopio y se analizaron para medir el cometa

formado que representa las bases dafiadas que migraron por el gel.

Se analizo la diferencia significativa entre el agente en estudio comparado con el

control positivo y el control negativo; cada experimento se realiz6 por triplicado.
4.4a Calculos estadisticos:

Cada grupo esta representado como el promedio +/- (mas/menos) la desviacion
estandar de tres experimentos. La diferencia significativa del efecto genotdxico
producido en los diferentes grupos fue evaluada por medio de la prueba de t de
student, un método estadistico que nos permite establecer la diferencia entre dos
medias poblacionales cuando el tamafio muestral es pequefio y nos permite hacer
inferencia acerca de la existencia de diferencia entre las medias de las muestras en
estudio por medio de una prueba de hipoétesis, permitiéndonos establecer una zona

de rechazo y aceptacion (Mendenhall y col., 2010).
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5 RESULTADOS:

En este estudio se utilizé M. sativa en polvo de tres cosechas diferentes, de las cuales
se realizaron extractos acuosos de concentraciones diferentes para determinar su
genotoxicidad; ademas se afadio como parametro el periodo de exposicion al
extracto acuoso de M. sativa para observar si hay alguna relacion entre el periodo
de exposicién a la sustancia evaluada con su potencial genotoxico. Para ello se
comparo el dafio al ADN obtenido para cada concentracion de las tres cosechas de
M. sativa contra el control negativo y el control positivo con los tiempos

correspondientes de exposicion a las sustancias.

Cuadro 2. Resultados del efecto genotoxico de M. sativa de diferentes cosechas y a
distintas concentraciones en linfocitos humanos por un periodo de exposicion de 2

horas.
Sustancia Concentracion % de ADN dafado
Control (+) H202 200 pM 54.78 + 9.4
Control (-) PBS 1X 3.6+1.29
la 50 pg/mL 31+11
2a 100 pg/mL 47+1.6
M. sativa cosecha 1
3a 200 pg/mL 6.7+£2.4
4a 400 pg/mL 6.83 + 2.37
1b 50 pg/mL 3.63+1.41
2b 100 pg/mL 451 +1.92
M. sativa cosecha 2
3b 200 pg/mL 6.34 +1.85
4b 400 pg/mL 7.50 +2.39
1c 50 pg/mL 414 +1.18
2c 100 pg/mL 5.17 +1.29
M. sativa cosecha 3
3c 200 pg/mL 6.61 +2.24
4c 400 pg/mL 7.28+2.84
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En el cuadro 2 se muestran los diferentes grupos experimentales y el porcentaje de
dafo producido al ADN por las sustancias probadas, el porcentaje de dafio de cada
grupo se expresa como la media de 3 experimentos, en los cuales se evaluaron 100
células por experimento, asi mismo se muestra el promedio +/- la desviacion

estandar.

Cuadro 3. Resultados del efecto genotoxico de M. sativa de diferentes cosechasy a
diferentes concentraciones en linfocitos humanos por un periodo de exposicion de

24 horas.
Sustancia Concentracion % de ADN dafado
Control (+) H20:2 200 uM 57.15+5.77
Control (-) PBS 1X 3.95+2.17
la 50 pug/mL 44+2.1
2a 100 pg/mL 58+26
M. sativa cosecha 1
3a 200 pg/mL 7.1+34
da 400 pg/mL 74+21
1b 50 pg/mL 38+1.1
2b 100 pg/mL 522+2.6
M. sativa cosecha 2
3b 200 pg/mL 79+34
4b 400 pg/mL 8.15+26
1lc 50 pg/mL 42+1.6
2c 100 pg/mL 55+23
M. sativa cosecha 3
3c 200 pg/mL 6.9+29
4c 400 pg/mL 6.71+1.7

En el cuadro 3 también se muestra los diferentes grupos evaluados y el respectivo
dafio producido en linfocitos humanos a un periodo de exposicion de 24 horas. El
porcentaje de ADN dafiado se expresa como el promedio +/- la desviacion estandar

de tres experimentos, en los cuales se evaluaron 100 células por experimento.
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En los cuadros 4 y 5 se muestra la comparacion estadistica entre el promedio de
dafno al ADN de tres experimentos obtenido para el control negativo con el promedio
obtenido para los extractos acuosos de las diferentes cosechas de M. sativa, con la
finalidad de determinar si existe diferencia significativa entre los grupos comparados,
para ello se utilizo la prueba t de Student con una p<0.05 (Probabilidad del 5%). El
valor de t tedrica se encuentra establecido en tablas (Mendenhall y col., 2010); en

cuanto a la t calculada, se obtuvo con la siguiente férmula:

;E_
p= Ho

=5

Donde x representa el promedio del porcentaje de dafio al ADN de cada
concentracion (y de cada una de las cosechas) de tres experimentos, u, representa
la media de los controles, tanto positivo como negativo (haciendo inferencia a que

éstas son las medias poblacionales para establecer las zonas de aceptacion y

rechazo), s/+/n representa el error estandar estimado para x.

La zona de rechazo establecida para este estudio esta en los valores mayores a
tresrica> 2.9200, en donde se infiere que existe una diferencia significativa entre la
media u,= control positivo y x = M. sativa de las diferentes cosechas y diferentes
concentraciones. La zona de aceptacion se establecio para valores menores a tiesrica<
2.9200, infiriendo que no existe diferencia significativa entre la media p,= control

negativo y x = M. sativa de las diferentes cosechas y diferentes concentraciones.
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Cuadro 4. Comparacion del promedio de los diferentes grupos experimentales a las
2 horas de incubacion contra el control negativo, mediante la prueba de t de
Student con p< 0.05.

Cosech Grupos . :
T tedrica T calculada Observaciones
a comparados
PBS vs M. sativa No hay diferencia
1 2.9200 0.7874 L
50 pg/mL significativa
PBS vs M. sativa No hay diferencia
2.9200 1.19 S
100 pg/mL significativa
PBS vs M. sativa No hay diferencia
2.9200 2.2463
200 pg/mL significativa
PBS vs M. sativa No hay diferencia
2.9200 2.3605 o
400 pg/mL significativa
PBS vs M. sativa No hay diferencia
2 2.9200 0.0368 S
50 pg/mL significativa
PBS vs M. sativa No hay diferencia
2.9200 0.8194 T
100 pg/mL significativa
PBS vs M. sativa No hay diferencia
2.9200 2.5631 L
200 pg/mL significativa
PBS vs M. sativa No hay diferencia
2.9200 2.8263 S
400 pg/mL significativa
PBS vs M. sativa No hay diferencia
3 2.9200 0.7941 o
50 pg/mL significativa
PBS vs M. sativa No hay diferencia
2.9200 1.1893 S
100 pg/mL significativa
PBS vs M. sativa No hay diferencia
2.9200 2.3261 S
200 pg/mL significativa
PBS vs M. sativa No hay diferencia
2.9200 2.2443 S
400 pg/mL significativa

30




Cuadro 5. Comparacion del promedio de los diferentes grupos experimentales a las
24 horas de incubacion contra el control negativo, mediante la prueba de t de
Student con p< 0.05.

Grupos . :
Cosecha T tedrica T calculada Observaciones
comparados
PBS vs M. sativa No hay diferencia
1 2.9200 0.3872 L
50 pg/mL significativa
PBS vs M. sativa No hay diferencia
2.9200 1.2443 S
100 pg/mL significativa
PBS vs M. sativa No hay diferencia
2.9200 1.613 o
200 pg/mL significativa
PBS vs M. sativa No hay diferencia
2.9200 2.8587 o
400 pg/mL significativa
PBS vs M. sativa No hay diferencia
2 2.9200 0.2063 S
50 pg/mL significativa
PBS vs M. sativa No hay diferencia
2.9200 0.86 o
100 pg/mL significativa
PBS vs M. sativa No hay diferencia
2.9200 2.020 L
200 pg/mL significativa
PBS vs M. sativa No hay diferencia
2.9200 2.8112 S
400 pg/mL significativa
PBS vs M. sativa No hay diferencia
3 2.9200 0.2934 o
50 pg/mL significativa
PBS vs M. sativa No hay diferencia
2.9200 1.1813 S
100 pg/mL significativa
PBS vs M. sativa No hay diferencia
2.9200 1.771 S
200 pg/mL significativa
PBS vs M. sativa No hay diferencia
2.9200 2.8367 T
400 pg/mL significativa
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Cuadro 6. Comparacion del promedio de los diferentes grupos experimentales a las
2 horas de incubacién contra el control positivo, mediante la prueba de t de Student

con p< 0.05.
Grupos . .
Cosecha T tedrica T calculada Observaciones
comparados
H202 200 pM vs M. Hay diferencia
1 . 2.9200 81.3748 o
sativa 50 yg/mL significativa
H202 200 uM vs M. Hay diferencia
2.9200 54.2131 o
sativa 100 pg/mL significativa
H202 200 pM vs M. Hay diferencia
_ 2.9200 34.6987 S
sativa 200 pg/mL significativa
H202 200 uM vs M. Hay diferencia
2.9200 35.0429 o
sativa 400 pg/mL significativa
H202 200 pM vs M. Hay diferencia
2 _ 2.9200 62.8329 o
sativa 50 pg/mL significativa
H202 200 uM vs M. Hay diferencia
2.9200 45.3490 o
sativa 100 pg/mL significativa
H202 200 pM vs M. Hay diferencia
. 2.9200 45.3516 o
sativa 200 pg/mL significativa
H202 200 uM vs M. Hay diferencia
2.9200 34.2641 o
sativa 400 pg/mL significativa
H202 200 pM vs M. Hay diferencia
3 . 2.9200 74.3314 o
sativa 50 yg/mL significativa
H202 200 uM vs M. Hay diferencia
2.9200 66.6101 o
sativa 100 pg/mL significativa
H202 200 pM vs M. Hay diferencia
_ 2.9200 37.2468 o
sativa 200 pg/mL significativa
H202 200 uM vs M. Hay diferencia
2.9200 28.9691 o
sativa 400 pg/mL significativa
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Cuadro 7. Comparacion del promedio de los diferentes grupos experimentales a las
24 horas de incubacion contra el control positivo, mediante la prueba de t de
Student con p< 0.05.

Grupos . .
Cosecha Ttedrica T calculada Observaciones
comparados
H202 200 uM vs M. Hay diferencia
1 _ 2.9200 43.5074 o
sativa 50 pyg/mL significativa
H202 200 uM vs M. Hay diferencia
2.9200 34.2080 o
sativa 100 pg/mL significativa
H202 200 uyM vs M. Hay diferencia
2.9200 25.4968 S
sativa 200 pg/mL significativa
H202 200 uM vs M. Hay diferencia
_ 2.9200 41.0331 o
sativa 400 pg/mL significativa
H202 200 uM vs M. Hay diferencia
2 2.9200 84.0044 o
sativa 50 pyg/mL significativa
H202 200 pyM vs M. Hay diferencia
2.9200 34.5944 o
sativa 100 pg/mL significativa
H202 200 uM vs M. Hay diferencia
2.9200 25.0892 o
sativa 200 pg/mL significativa
H202 200 uM vs M. Hay diferencia
2.9200 32.6424 o
sativa 400 pg/mL significativa
H202 200 uyM vs M. Hay diferencia
3 _ 2.9200 57.3200 o
sativa 50 pyg/mL significativa
H202 200 uM vs M. Hay diferencia
2.9200 38.8958 _
sativa 100 pg/mL significativa
H202 200 uyM vs M. Hay diferencia
2.9200 30.0122 o
sativa 200 pg/mL significativa
H202 200 pyM vs M. Hay diferencia
2.9200 51.3909 o
sativa 400 pg/mL significativa
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En los cuadros 4 a 7 se muestran los valores de tcarculada Obtenidos para las diferentes
cosechas de M. sativa y en sus diferentes concentraciones junto a la twesrica
demostrandose con esta estadistica que los extractos acuosos de M. sativa en polvo
de las tres cosechas en las diferentes concentraciones no presentan diferencia
significativa al control negativo, asi como a los diferentes periodos de exposicion, en

cambio, con el control positivo se demostré que hay diferencia significativa.
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Figura 5. Grafica representativa del efecto genotoxico de M. sativa de las diferentes
cosechas probadas en linfocitos humanos, comparados contra un control positivo de
peréxido de hidrégeno 200 uM, un control negativo de PBS 1X y a un periodo de
exposicion de 2 horas. *t de Student, p<0.05.

En la figura 5 se muestra una gréafica en la que se encuentran en conjunto los
resultados del porcentaje de dafio producido al ADN obtenidos para las tres cosechas
de alfalfa en un periodo de exposicién de 2 horas probadas en linfocitos humanos,
en esta grafica se observan tres pardmetros de comparacion, el porcentaje de ADN

dafado de los extractos evaluados contra los controles positivo y negativo, las
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diferentes concentraciones de los extractos acuosos evaluados y la comparacion
entre las tres cosechas.
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Figura 6. Grafica representativa del efecto genotoxico de M. sativa de las diferentes
colectas probadas en linfocitos humanos, comparados contra un control positivo de
peréxido de hidrégeno 200 UM, un control negativo de PBS 1X y a un periodo de
exposicion de 24 horas. *t de Student, p<0.05.

Asi como en la figura 5, en la figura 6 se muestran los resultados obtenidos del
porcentaje de dafio al ADN de los linfocitos humanos para las tres cosechas de alfalfa
a las diferentes concentraciones, a un periodo de exposicion de 24 horas. Ademas
se muestra el dafio obtenido para el control positivo y el control negativo, con el fin

de elucidar la diferencia en el dafio que causa la alfalfa en comparacion a las
sustancias control.
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Figura 7. Efecto de la exposicion ante: a) Control positivo: H202 200 uM, b) Control
negativo: PBS 1X; c, d, e y f) M. sativa de la cosecha 1 en concentraciones de 50,
100, 200 y 400 pg/mL respectivamente; en linfocitos humanos por un periodo de 2
horas.
En la figura 7 se observan las fotografias representativas del efecto genotéxico de
las diferentes concentraciones de M. sativa de la cosecha 1 evaluadas en los
linfocitos humanos, en los cuales, se observa la caracteristica cola de cometa, asi
como los fragmentos dafiados de ADN tefidos por el bromuro de etidio, que
representan las bases oxidadas del ADN por agentes genotdxicos, las cuales
migraron por el campo eléctrico inducido durante la electroforesis. De acuerdo a la
figura b), que es el control negativo, se observa una forma redondeada del linfocito
pero sin proyecciones que representen un dafio severo al ADN; en la figura c) se
siguen conservando la forma redondeada del linfocito, permitiendo inferir que a estas
concentraciones no hay dafio al ADN, en las figuras de la d) a la f) se comienza a
observar la forma de un cometa y algunas proyecciones, indicando que hay una
presencia de dafio al material genético; sin embargo, estadisticamente como se

representd en el cuadro 2 y 4, no hay diferencia significativa contra el control
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negativo. En la figura a) se muestra el control positivo, cuyas proyecciones
representan un dafo severo al ADN.

Figura 8. Efecto de la exposicion ante: a) Control positivo: H202 200 uM, b) Control
negativo: PBS 1X; c, d, e y f) M. sativa de la cosecha 1 en concentraciones de 50,
100, 200 y 400 pg/mL respectivamente; en linfocitos humanos por un periodo de 24
horas.

En la figura 8 se observan las fotografias representativas del efecto causado por M.
sativa de la cosecha 1 en sus diferentes concentraciones y a un tiempo de exposicion
de 24 horas. De acuerdo a la figura b) el control negativo, se observa una forma
redondeada del linfocito pero sin proyecciones que representen dafio al ADN; en las
figuras de la c) a la f) que representan los linfocitos incubados con las
concentraciones del extracto acuoso de M. sativa de la cosecha 1, se comienza a
observar la forma de un cometa, indicando que hay dafio al material genético; sin
embargo, estadisticamente como se representd en el cuadro 2 y 4, no hay diferencia
significativa respecto al control negativo. En la figura a) se muestra el control positivo,

cuyas proyecciones y forma de cometa representan un dafo severo al ADN.
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f)

Figura 9. Efecto de la exposicién ante: a) Control positivo: H202 200 uM, b) Control
negativo PBS 1X; c, d, e y f) M. sativa de la cosecha 2 en concentraciones de 50,
100, 200 y 400 pg/mL respectivamente; en linfocitos humanos por un periodo de 2
horas.
En la figura 9 se observan las fotografias representativas del efecto causado por las
diferentes sustancias evaluadas en los linfocitos humanos, en las cuales son
comparados los resultados para las distintas concentraciones de M. sativa de la
cosecha 2 a un tiempo de exposicion de 2 horas. De acuerdo a la figura b), que es el
control negativo, se observa una forma redondeada del linfocito sin proyecciones que
indiquen dafio al ADN; en la figura c) y d), siguen conservando la forma redondeada
del linfocito, permitiendo inferir en que a estas concentraciones no hay dafio al ADN,
en la figura e) y f) se comienza a observar la forma de un cometa y algunas
proyecciones, indicando que hay una presencia de dafio al material genético; sin
embargo, estadisticamente como se representé en el cuadro 2 y 4, no hay diferencia
significativa respecto al control negativo. En la figura a) se muestra el control positivo,

cuyas proyecciones representan un dafio severo al ADN.
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Figura 10. Efecto de la exposicién ante: a) Control positivo: H202 200 uM, b) Control
negativo: PBS 1X; c, d, e y f) M. sativa de la cosecha 2 en concentraciones de 50,
100, 200 y 400 pg/mL respectivamente; en linfocitos humanos por un periodo de 24
horas.

En la figura 10 se observa las fotografias representativas del dafio producido por M.
sativa de la cosecha 2 a distintas concentraciones por un periodo de 24 horas y su
comparacion contra el control positivo y el control negativo. De acuerdo a la figura b),
gue es el control negativo, se observa una forma redondeada del linfocito con una
ligera forma de cometa, que estadisticamente no representa dafio al ADN; en la figura
c) y d), los linfocitos siguen conservando su forma redondeada, permitiendo inferir en
gue a estas concentraciones no hay dafo al ADN, en la figura e) y f) se comienza a
observar la forma de un cometa y algunas proyecciones, indicando que hay una
presencia de dafio al material genético; sin embargo, estadisticamente como se
representd en el cuadro 2 y 4, no hay diferencia significativa respecto al control
negativo. En la figura a) se muestra el control positivo, cuyas proyecciones

representan un dafo severo al ADN.
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Figura 11. Efecto de la exposicion ante: a) Control positivo: H202 200 uM, b) Control
negativo: PBS 1X; c, d, e y f) M. sativa de la cosecha 3 en concentraciones de 50,
100, 200 y 400 pg/mL respectivamente; en linfocitos humanos por un periodo de 2

horas.

En la figura 11 se observan las fotografias representativas del ADN dafado en los
linfocitos humanos por la exposicion a los extractos de M. sativa de la cosecha 3 en
diferentes concentraciones por un periodo de exposicion de 2 horas. De acuerdo a
la figura b), que es el control negativo, se observa una forma redondeada del linfocito
sin proyecciones que representen dafio al ADN; en la figura c) y d), siguen
conservando la forma redondeada del linfocito, permitiendo inferir en que a estas
concentraciones no hay dafio al ADN, en la figura e) y f) se comienza a observar la
forma de un cometa y algunas proyecciones, indicando que hay dafio al material
genético; sin embargo, estadisticamente como se represent6 en el cuadro 2 y 4, no
hay diferencia significativa respecto al control negativo. En la figura a) se muestra el
control positivo, cuyas proyecciones representan un dafio severo al ADN.
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Figura 12. Efecto de la exposicion ante: a) Control positivo: H202 200 uM, b) Control
negativo: PBS 1X; c, d, e y f) M. sativa de la cosecha 3 en concentraciones de 50,
100, 200 y 400 pug/mL respectivamente; en linfocitos humanos por un periodo de 24
horas.

En la figura 12 se observan las fotografias representativas del ADN dafiado en los
linfocitos humanos por los extractos de M. sativa de la cosecha 3 en diferentes
concentraciones por un periodo de exposicion de 24 horas. De acuerdo a la figura b)
gue es el control negativo, se observa una forma redondeada del linfocito con algunas
proyecciones aungue estadisticamente no representan dafio severo al ADN; en las
figuras c) a laf) se observan algunas proyecciones y forma de cometa en los linfocitos
pero siguen conservando la forma redondeada, indicando que hay dafio al material
genético; sin embargo, estadisticamente como se represent6 en el cuadro 2 y 4, no
hay diferencia significativa respecto al control negativo. En la figura a) se muestra el

control positivo, cuyas proyecciones representan un dafo severo al ADN.
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6 DISCUSION

En este estudio se evaluo el efecto genotoxico de la alfalfa (Medicago sativa L. “M.
sativa”) de tres cosechas diferentes a concentraciones de 50, 100, 200 y 400 pug/mL
por medio del ensayo cometa en su version alcalina, los controles positivo H202 200
MM y negativo PBS 1X, fueron de referencia para demostrar los efectos genotoxicos
en los linfocitos humanos. Cabe mencionar que para M. sativa sélo se han hecho
reportes acerca de los dafios causados in vivo (Malinow y col., 1981 y Bardana y col.,
1982) y de un compuesto que se encuentran en la planta, el cumestrol (Domony col.,
2001); asimismo, se ha realizado un estudio de mutagenicidad por la prueba de
AMES, cuyo resultado fue negativo (White y col., 1983). Se realizaron algunas
modificaciones a la metodologia del ensayo cometa, de acuerdo a lo observado
durante los diferentes experimentos, desde el tiempo de lisis de los linfocitos, los
lavados con el buffer de neutralizacion de las laminillas, hasta la concentracion del
bromuro de etidio empleado para tefiir las bases (para la mejor apreciacion de las
colas de cometa de los linfocitos). El tiempo de maceracion de M. sativa se propuso
para extraer la mayor cantidad de compuestos, ya que en la preparacion del extracto
de la planta, el polvo se sedimentaba en el fondo del recipiente, lo que no nos
permitiria proyectar una exposicion a la alfalfa y sus componentes de manera mas
prolongada, como para el consumo humano diario o por lo menos con frecuencia

recurrente.

Segun lo reportado por Becerra-Becerra, 2014, el PBS es empleado en diversos
estudios como control negativo ya que es una solucion isotonica cuyas sales son
inocuas, y se emplea para mantener viables a los linfocitos humanos y no induce
lesiones significativas al ADN; en dicho estudio se reportd un porcentaje de dafio al
ADN del 1.5 al 4%, considerados como no genotoxicos. En este estudio se obtuvieron
dos valores que se encuentran entre este intervalo en dos diferentes periodos de
exposicion al PBS 1X, de 3.6 +/-1.29 (2.31 al 4.89 %) para un periodo de exposicion
de 2 horas y de 3.95 +/- 2.17 (1.78 al 6.12%) para 24 horas de exposicion, en
concordancia a lo reportado por la bibliografia consultada, por lo que se empleé esta
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sustancia tanto para control negativo, como para mantener la viabilidad de los

linfocitos durante su extraccion de la sangre total.

Por otra parte, el peroxido de hidrégeno es un poderoso oxidante, e incluso en
concentraciones micromolares puede ejercer dicho efecto en modelos celulares. El
mecanismo por el cual el peréxido de hidrogeno causa dafios en la estructura
molecular del ADN es mediante la oxidacion de las bases nitrogenadas, la mas
susceptible es la guanina, la cual es eliminada del ADN, lo que provoca la formacién
de rompimientos de cadena sencilla 0 generando transversiones Guanina - Timina,
lo que causa la pérdida de la integridad del genoma, conociéndose a este dafio como
modificacion oxidativa del ADN. De acuerdo con lo reportado por Becerra-Becerra,
2014, el peréxido de hidrégeno causa dafio al ADN entre el 52- 65% a la
concentracion de 200 uM; en este ensayo, se obtuvo un dafio entre el 54-57% en
periodos de 2 a 24 hrs de exposicion, siendo no significativa la diferencia del dafio

con respecto al tiempo.

En este estudio, por medio de la prueba t de Student pudimos establecer que M.
sativa de diferentes cosechas y en las diferentes concentraciones trabajadas no
ejerce efecto genotdxico en linfocitos humanos; estableciendo zonas de aceptacion
y rechazo (aceptacion<twsrica>rechazo) cuyos datos estan registrados en los cuadros
del 4 al 7; sin embargo, en las graficas 5 y 6 se puede observar mas a detalle que
hubo una elevacion del ADN dafiado proporcional a la concentracion. En el estudio
realizado por Soto-Zarazua, 2015, se comprob6 que el efecto antioxidante, asi como
citotoxico de M. sativa en polvo es proporcional a la concentracion; similitud
confirmada en este estudio. Asimismo, en base a los resultados obtenidos, en donde
para las tres cosechas, a la concentracion de 50 pg/ml se obtuvo un porcentaje de
dafio al ADN entre el 2 al 4 %, podemos inferir que esta es la concentracion minima

para inducir dafio, siendo similar al dafio observado para el control negativo.

De acuerdo a lo reportado por Bardana y col. 1982, la L- canavanina es el
responsable de desarrollar Lupus Eritematoso Sistémico (LES), una enfermedad

autoinmune por lo que establecen que el mecanismo en el que actla este compuesto
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es por ejercer un efecto téxico sobre el sistema de degradacién de ADN, mediante
una enzima homeostatica que resulta en complejos ADN-anti-ADN. Esto resulta en
gue la L-canavanina inhibe los mecanismos de reparaciéon del ADN por lo que se
desestabiliza, es mas susceptible al dafio y hay un mayor nimero de roturas de la

cadena.

Sin embargo, en el estudio realizado por Soto-Zarazua, 2015, en el cual se
elaboraron los polvos de M. sativa utilizados en este estudio, a partir de las partes
aéreas de la planta (hojas y tallos), se utilizaron para la determinacion de su
contenido fendlico y de flavonoides, y aunque no se reportd el contenido de L-
canavanina, se considera como referencia lo reportado por Gawet, 2012, en donde
reportan concentraciones de L-canavanina de 80 a 150 mg/Kg del peso de las
semillas, en cambio, para las partes aéreas de la planta se reportan cantidades del
0.9 al 1.2 mg/g. Si extrapolamos estas cantidades a las contenidas en nuestros
extractos, son cantidades extremadamente pequefas, por lo que es considerable
gue no ejerzan efectos toxicos. Ademas no se identifico la presencia de cumestrol,
un fitoestrogeno que de acuerdo a lo reportado por Price & Fenwick, 1985 y
corroborado por Domon y col. 2001, se encuentra en M. sativa; por lo que se puede

descartar dafio al ADN por parte de estas molécula.

De acuerdo a lo reportado por Malinow y col., 1981, al ingerir semillas de alfalfa en
elevadas cantidades y de manera continua provoca el desarrollo de pancitopenia de
manera aguda y asintomatica, la Unica manera de detectar este padecimiento es por
medio de los estudios de laboratorio, en los que coincide la presencia de anemia,
leucopenia y presencia de anticuerpos antinucleares. Sin embargo, al dejar de ingerir
las semillas, el paciente vuelve completamente a la normalidad, lo que nos hace
pensar que los componentes son facilmente eliminados del organismo y no provocan
efectos irreversibles; esto nos permite extrapolar a los resultados obtenidos en este
estudio, ya que, los periodos de exposicion elegidos para que los componentes de
la alfalfa interactuaran con los linfocitos fue muy corto, lo que provocé que no se
observara dafio significativo al ADN, ya que a la concentracion de 400 yg/ml no se

observo diferencia significativa respecto al control negativo, aunque si un porcentaje
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mayor al 7%, es decir, tres unidades mas que el control negativo, por lo que es
necesario encontrar una concentracion mas alta en la cual se observe dafo

significativo al ADN.
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7 CONCLUSION

EL extracto acuoso de alfalfa (Medicago sativa) en las concentraciones de 50, 100,

200 y 400 pg/ml no ejercen un efecto genotdxico a 2 y 24 horas de exposicion.
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