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RESUMEN

Este trabajo fue parte del proyecto: “Sintesis, Farmacologia y Toxicologia de
Agentes Hipolipidémicos Potenciales Andlogos de alfa-asarona”, clave 411300-
54949 del Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT), México. .

La alfa-asarona, es el principio activo mayoritario del extracto obtenido de la
corteza de la planta Guatteria gaumeri Greenman, denominada yumel, utilizada
en medicina tradicional para el tratamiento de la hipercolesterolemia y la
colelitiasis. Este compuesto ha sido aislado y posteriormente sintetizado
presentando las mismas propiedades terapéuticas que el extracto, por lo que de
comprobar que no tiene efectos toxicos se podra obtener un farmaco eficiente.
Existen numerosas pruebas para evaluar la capacidad genotdxica de los agentes
quimicos, es decir, para conocer su efecto sobre el material génico; tales pruebas
permiten determinar distintos tipos de alteraciones genéticas, tanto en células
somaticas como gaméticas.

En esta investigacion se utiliz6 el sistema de micronicleos en células meidticas
de Tradescantia clon 4430 y en células meristematicas de Allium cepa, sistemas
gue son altamente eficientes, sensibles y utiles para evaluar genotoxicidad. Se
estudiaron siete concentraciones: 30, 60, 90, 150, 180, 210 y 250 ug/ml para cada
uno de los sistemas, por triplicado; se utilizé etanol al 1% como disolvente. Para
Tradescantia se obtuvo un efecto genotéxico (p<0.05) a las concentraciones de
180, 210 y 250 ug/ml. Con el sistema de Allium cepa los resuitados muestran un
efecto genotdxico a la concentraciéon de 210 pg/ml, sin alteraciones en su indice
mitético (9.0%), mientras que a 250 pg/ml se observa un efecto toéxico (p<0.05)
con inhibicién de la divisién mitética (0.12%). Es conveniente restringir el uso de
Guatteria gaumeri en tanto no se cuenten con otros datos de evaluacion.
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1. INTRODUCCION Y JUSTIFICACION

En la exégesis de este capitulo, dada la naturaleza del tema, advertimos que sus
antecedentes debian ir inherentes al mismo para su mejor comprension.

El uso de las plantas con fines curativos se remonta al principio de la historia de la
humanidad. El hombre recurria a la naturaleza en busca de su alimento y de su
salud. Por medio de aciertos y errores aprendié a conocer las plantas que lo
curaban; conocimiento que se transmiti6 de generacién a generacion y fue
incrementandose con la experiencia (Hernandez-Magana y Gally-Jorda, 1991).

Las culturas indigenas de México desarrollaron un gran conocimiento de la
botanica utilizando su propio método de investigacion y de colecta para propagar
esta informacién, misma que llegé hasta los cientificos del Viejo Mundo
ayudéndolos a realizar estudios méas profundos sobre los recursos vegetales
(Serrano-Céardenas, 1991).

Guatteria gaumeri

Guatteria gaumeri Greenman, es un arbol del sureste de la Republica Mexicana,
con una altura de 10 a 15 mts, conocido en lengua maya con los nombres de
elemuy o ek-le-muy, de donde proviene el anagrama yumel (Martinez, 1992).

Pertenece a la familia de las anonaceas, su corteza es negra con hojas verdes
oscuras, oval lanceoladas, acuminadas, enteras y glabras de 9 a 11 cm de largo;
con un peciolo de 8 mm; posee flores solitarias blancas aproximadamente de 4
cm; su fruto es redondo, con un didmetro aproximado de 2 cm con los frutos
estipitados (Martinez, 1992).



La corteza se encuentra a la venta en varios mercados del pais, en donde también
se expende en forma de tinturas. Estas son ademas exportadas, a granel o
envasadas a diferentes paises de Europa, Centroy Sudamérica (Chamorro et al.
1993).

ACCION FARMACOLOGICA DEL EXTRACTO DE YUMEL

El extracto de la corteza del arbol yumel se emplea en medicina tradicional, entre
otros propésitos, para el tratamiento de la hipercolesterolemia y la colelitiasis
(Martinez, 1992).

Hipercolesterolemia

La sintesis del colesterol es un proceso complejo y energéticamente caro, por lo
gue es claramente ventajoso para un organismo poder regular la sintesis del
colesterol. En los mamiferos la produccién de colesterol esta regulada por su
concentracién infracelular y por las hormonas insulina y giucagon. La
concentracion intracelular elevada de colesterol reduce la produccién del receptor
de las lipoproteinas de baja densidad (LDL), con lo que se hace mas lenta la
captacién de colesterol sanguineo.

Cuando la produccién no regulada de colesterol sintetizado y el obtenido en la
dieta supera la cantidad requerida para la sintesis de membranas, sales biliares y
esteroides, se desarrollan en el hombre acumulaciones de esta sustancia en les
vasos sanguineos (placas ateroscleréticas), dando como resultado la obstruccién
de vasos sanguineos (aterosclerosis). El fallo cardiaco por oclusién de las arterias-
coronarias es una causa importante de muerte en las sociedades industrializadas.
La aterosclerosis est4 ligada a niveles de colesterol en sangre y, especialmente, a
niveles: ligados a la LDL (Lehninger et al. 1995).



En la enfermedad genética humana denominada hipercolesterolemia familiar, los
niveles sanguineos de colesterol son extremadamente elevados, con lo que los
individuos afectados desarrollan aterosclerosis severa desde la nifiez. El receptor
de LDL es defectuoso en estos individuos, por lo que no se produce la captacién
de colesterol transportado por LDL y mediada por receptor. En consecuencia, el
colesterol obtenido de la dieta se acumula, contribuyendo a la formacién de
placas ateroscleréticas. La sintesis de colesterol endégeno continda incluso en
presencia de exceso de colesterol en la sangre porque el colesterol extracelular no
puede entrar en el citosol para regular la sintesis intracélular (Lehninger et al.
1995).

Colelitiasis

Formacion De Calculos Biliares. Las sales biliares se forman en las
células hepaticas a partir del colesterol, y en el proceso de su secrecion sales
biliares se elimina aproximadamente la décima parte de colesterol hacia la bilis.
No se sabe si el colesterol tiene alguna funcion especifica en la bilis; se cree que
constituye simplemente un producto secundario de la formacién y secrecién de
sales biliares.

El colesterol es casi insoluble en agua pura, pero las sales biliares y la lecitina de
la bilis se combinan fisicamente con éste para formar micelas ultramicroscopicas
gue si son solubles. Cuando la bilis se concentra en la vesicula, las sales biliares
y la lecitina se concentran junto con el colesterol, y o mantienen en solucién.
Asimismo, la hormona secretina, que se vierte en la sangre desde la mucosa
duodenal en respuesta al acido del quimo, estimula la secrecion por los conductos
biliares de unos 200 ml diarios de liquido intensamente aicalino. Esta alcalinidad
es esencial para la formacién de micelas, ya que no se desarrollan en un medio
acido.
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No obstante en condiciones anormales el colesterol puede precipitarse originando
calculos biliares segtn se indica en la Figura 1. Los factores que pueden causar
precipitacién del colesterol son los siguientés; 1) exceso de absorcion de agua de
la bilis; 2) exceso de absorcion de sales biliares, acidos grasos y lecitina de la
bilis; 3) secrecién excesiva de colesterol hacia la bilis; y 4) inflamacion del epitelio
de la vesicula biliar. Estos dos ultimos hechos merecen consideracidn especial.

La cantidad de colesterol de la bilis depende principalmente de la cantidad de
grasa que el individuo ha ingerido, pues las células hepaticas lo sintetizan en
proporcion aproximada a la cantidad de grasa metabolizada en el cuerpo. Por tal
motivo, las personas que toman una dieta rica en grasa durante muchos arnos
tienert gran tendencia a sufrir calculos biliares.

La inflamaciéon del epitelio de la vesicula biliar muchas veces resulta de una
}ﬂnfeccién crénica ligera; ello modifica las caracteristicas de absorcion excesiva de
agua a sales biliares u otras sustancias necesarias para mantener el colesterol en
solucién. En consecuencia, éste comienza a precipitar, generaimente formando
muchos pequenos cristales de colesterol en la superficie de la mucosa inflamada.
Estos cristales, a su vez, actian como nidos para precipitacién ulterior de
colesterol, y van haciéndose cada vez mas voluminosos. A veces se producen
gran numero de calculos como granos de arena, pero es mas frecuente gue se
reunan para formar unos pocos caicuios biliares voluminosos; un solo calculo liena
la vesicula biliar (Guyton, 1992).



CAUSAS DE CALCULOS BILIARES
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FIGURA 1. Formacién De Calculos Biliares (Guyton, 1992).



AISLAMIENTO Y SINTESIS DE LA ALFA —~ ASARONA
La alfa — asarona (2, 4, 5 — trimetoxipropenilbenceno), demostrdé ser el principio
activo mayoritario (Fig. 2), fue inicialmente obtenida del aceite de calamo Jammu

juntamente con la forma isomérica denominada beta — asarona (Baxter et al.

1962).

OM
OMe ©
N ﬁ
-
MeO ~ MeO
OMe OMe
Alfa - asarona Beta - asarona

FIGURA 2. Estructura Quimica De Alfa - asarona y Su Forma
Isomérica Beta — asarona (Baxter et al. 1962).



Posteriormente, Mandoki et al. 1980 aislaron la forma cristalina de a partir de la
corteza de yumel mediante extraccion con éter de petréleo y metanol. Jiménez et
al. 1984, la extrajeron con hexano, que se fraccioné mediante una fase movil de
hexano — acetato de etilo de polaridad creciente y pasé por una columna de gel
de silice, lograndose asi un rendimiento del 1.3%. Las determinaciones del punto
de fusion y analisis por cromatografia de capa fina, espectroscopia de luz
infrarroja y resonancia nuclear, demostraron su identidad comparado con alfa ~

asarona estandar.

Los primeros intentos de sintesis de alfa — asarona fueron realizados en 1899 por
Gatterman citado por Diaz et al. 1990 y posteriormente por Seshadri y
Thiruvengadam (1950). Después se obtuvo por diversos métodos habiendo dado
cada uno de ellos rendimientos diferentes (Sanchez -~ Viesca, 1966). Sin
embargo, sélo algunos condujeron a un producto isoméricamente puro.

Recientemente Diaz et al. 1990 optimizaron la sintesis con una recuperacién de
90 —- 95% vy sintetizaron ademas compuestos estructuralmente relacionados con la
alfa — asarona, como derivados del 4 — propenil — 1, 2 — dimetoxibencenos 5
sustituidos con grupos MeO-, NO, NH, CL-, Y e H-, cuyo cernimiento
farmacolégico mostrdé que algunos de ellos estan provistos también de actividad
hipolipodémica importante (Diaz et al. 1993).

ESTUDIOS FARMACOLOGICOS CON EXTRACTOS DE YUMEL
Sanchez-Reséndiz et al. 1980 estudiaron la actividad hipercolesterolemiante de
yumel en 28 perros, divididos en tres grupos: el testigo recibié placebo y los
restantes, 0.0125 y 0.025 ml/kg y por dia de un extracto hidroalcohdlico de
Guatteria guameri. La dosis diaria se dividi6 en dos tomas que se administraron a
las 8 y 20 horas, durante 30 dias. Se determiné colesterol sérico antes y después
del tratamiento por el procedimiento de Pearson et al. 1953. En el grupo que
recibié la farmaco a la dosis alta (0.025 mi/kg/dia) se observé una diferencia



estadisticamente significativa con p<0.05. Aunque los autores no escogieron
grupos homogéneos para registrar el verdadero efecto a la dosis de 0.0125
mi/kg/dia, el descenso que se observé en el colesterol sérico de los perros que
recibieron Guatteria guameri a la dosis alta no parece deberse a factores
alimenticios o a variaciones estacionales. Este efecto pudiera entonces atribuirse
a la accién del farmaco y representa una buena respuesta terapéutica, pues el
descenso a los niveles de colesterol fue del 16.52% vy el criterio mas comtnmente
aceptado sobre la eficiencia de los farmacos hipercolesterolemiantes exige una
disminucién del 15% en relaciéon a los niveles iniciales (Diaz del Castillo et al.
1977) (Tablal).

TABLA . Efecto De Guatteria gaumeri Sobre El Colesterol Sérico Del

Perro.
(mg/100 ml)
NUMERO ANTESDEL DESPUES DEL VALOR
DE TRATAMIENTO TRATAMIENTO DE “p”
CASOS (x+s) (X +8)

Placebo 9 223+28 216+30 >0.3
Guatteria gaumeri 10 191425 182424 >0.2
0.0125 ml /kg/dia
Guatteria gaumeri 9 224+35 187435 <0.05

0.025 mi /kg/dia

(Diaz del Castillo et al. 1977).

La busqueda de nuevos farmacos hipercolesterolemiantes es particularmente
importante debido a la estrecha relacion que existe entre la hipercolesterolemia y
la aterosclerosis y especiaimente porque la mayoria de los medicamentos que se
emplean actualmente con este fin producian diversos efectos toxicos en ocasiones
severos.

En otro estudio Sanchez-Reséndiz y Lerdo de Tejada (1980) decidieron
administrar tintura de Guatteria gaumeri a un sujeto con elevacion combinada de
8



colesterol y triglicéridos que habia recibido tratamiento hipercolesterolemiante con
otro farmaco sin mucho éxito. Se instauré dieta hipercolesterolemiante y se
administré clofibrato durante 15 meses. En diciembre de 1976 el colesterol y los
triglicéridos habian bajado a 264 y 193 mg/100ml, respectivamente, como puede
verse en la Tabla . A partir de entonces no presentd cambios apreciables en la
lipemia hasta enero de 1977 en que suspendié el tratamiento con la elevacién
consiguiente de los lipidos séricos. En ese mismo mes se le suministro la dieta
hipercolesterolemiante y se inicié el tratamiento con Guatteria gaumeri (10 gotas
de tintura, 3 veces al dia). Llama la atencién que en este caso se consigui6 con el
tratamiento de Gualteria gaumeri un descenso de 27.7%’del colesterol y del 32%
de los triglicéridos que no se habia logrado con el clofibrato empleado
anteriormente. Ademas desaparecieron los xantomas eruptivos que habian
estado presentes cerca de 20 anos.

TABLA 1. Niveles Séricos De Colesterol Y Triglicéridos En Un Sujeto
Bajo Tratamiento Con Guatteria gaumeri.

e

(mg/100ml)
FECHA TRATAMIENTO COLESTEROL TRIGLICERIDOS
(mg/dl) (mg/di)
Septiembre 1975 Ninguno 310 248
Diciembre 1976 Clofibrato 264 193
Enero 1977 Ninguno 291 220
Marzo 1977 Guatteria gaumeri 295 150
Mayo 1977 Guatteria gaumeri 247 204
Febrero 1978 Gualfteria gaumeri 240 131
Septiembre 1979 Guatteria gaumeri 212 148

(Sanchez-Resendiz y Lerdo de Tejada 1980).

Durante la administracién de la tintura de Guatteria gaumeri a un paciente con
hiperlipidemia tipo llb de Fredrickson (Fredrickson, 1971) que presentaba
xantomas eruptivos muy abundantes (Sanchez-Reséndiz y lLerdo de Tejada,
1980), se observo la desaparicion de estas lesiones que se han atribuido

9



tradicionalmente al aumento de los triglicéridos circulantes (Hernandez y Zorrilla,
1969; Parker et al. 1970). Como complemento de estos estudios, Lerdo de Tejada
et al. 1980 estudiaron en condiciones experimentales controladas el efecto del
extracto antes mencionado sobre los niveles séricos de triglicéridos en perros.

Se estudiaron 28 perros divididos en tres grupos: el testigo que recibié placebo y
los otros dos, respectivamente 0.0125 y 0.025 mil/kg por dia, del extracto
hidroalcohdlico. La dosis diaria se dividié en dos tomas que se administraron a las
8 y 20 horas, durante 30 dias. Se determinaron triglicéridos en suero antes y
después del tratamiento. En el grupo que recibié el extracto a la dosis alta (0.025
ml/kg/dia) se observé a nivel de triglicéridos circulantes (Tabla i), una diferencia
estadisticamente significativa con p<0.05. Este efecto observado en el grupo de
perros que recibieron la tintura a la dosis alta (0.025 mi/kg/dia) parece deberse a
la accion del medicamento y no a otro tipo de factores, puesto que no se presenté
en los grupos que recibieron placebo o tratados con Guatteria gaumeri a dosis
baja. El descenso encontrado corresponde al 25.45% de los valores iniciales, por
lo que puede considerarse una respuesta terapéutica muy satisfactoria.

Uno de los mecanismos mas comunes para hacer descender los triglicéridos
plasmicos, es la reduccion del aporte de carbohidratos al higado (Lees vy
Fredrickson, 1965). El estudio del efecto de Guatteria gaumeri sobre la glucemia
del perro podria dar informacién interesante para entender el mecanismo
hipotrigliceridemiante del farmaco.
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TABLA |ll. Efectos De La Guatteria gaumeri Sobre Los Triglicéridos
Séricos Del Perro.

—
—

(mg/100 mi)
NUMERO ANTESDEL DESPUESDEL VALOR DE
DE TRATAMIENTO TRATAMIENTO “p”
CASOS (x +s) (x + s)
Placebo 9 46+8 44+5 >0.25
Guatteria 10 53+11 57+16 >0.25
gaumeri
0.0125 mi /kg/dia
Guatteria 9 55+16 41+11 <0.05
gaumeri
0.025 ml /kg/dia

(Lees y Fredrickson 1965).

En otra investigacion Lerdo de Tejada et al. 1980 estudiaron 29 perros divididos en
tres grupos: el testigo que recibié placebo y dos que recibieron, respectivamente,
0.0125 y 0.025 ml/kg de peso corporal y por dia, de un extracto hidroalcohdlico de
Guatteria gaumeri. La dosis diaria se dividié en dos tomas que se administraron a
las 8 y 20 horas, durante 30 dias.

Se determindé glucosa por el método de ortotoluidina de Cooper y Mc
Daniel ( 1970). Con los datos obtenidos en el estudio sugirieron que la tintura de
Guattenia gaumeri tiene accion hipoglucemiante. Este efecto es de consideracion
pues el descenso de la glucemia fue del 22.68% con la dosis baja del farmaco y
del 27.78 % con la dosis alta.

La disminucion en los valores de glucosa puede explicar, por lo menos en parte, la
accion hipotrigliceridemiante del medicamento, ya que al bajar la glucemia decrece
el aporte de glucosa al higado, con lo cual disminuye la sintesis de triglicéridos
(Lees y Fredrickson, 1965) (Tabla IV).
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TABLA IV. Efecto De Guatteria gaumeri Sobre La Glucosa Sérica Del Perro.

. e

— — —

(mg/100 mi)

NUMERO ANTESDEL DESPUESDEL VALOR

DE TRATAMIENTO TRATAMIENTO DE “p”

CASOS (x+s) (x +8) _
Placebo 10 82+7 76422 >0.25
Guatteria gaumeri 10 97+11 75+12 >0.0005
0.0125 ml /kg/dia
Guatteria gaumeri 9 90+7 65+6 <0.0005

0.025 mi /kg/dia

(Lees y Fredrickson, 1965).

Sanchez-Reséndiz et al. 1985 investigaron el efecto hidroalcohdlico de Guatteria
gaumeri sobre el colesterol de las diferentes lipoproteinas (LP) séricas del conejo.
Se estudiaron 33 animales divididos en tres grupos el testigo y otros dos que
recibieron el farmaco a las dosis de 25 y 500 ul/lkg/dl. Con estas dosis se
observaron disminuciones de distinta cuantia en el colesterol de las diferentes
fracciones estudiadas. Se encontré la disminucion de 23% y 37% en el colesterol
total (p< 0.05 y <0.01) de 27% y 39% en el de las LP de baja densidad (p< 0.05 y
<0.01) y de 11% y 29% en las LP de alta densidad (p> 0.1 y <0.01). La relacién
entre colesterol total y colesterol de LP de alta densidad disminuy6 de 3.8 2 3.3 y
3.7 respectivamente.

ESTUDIOS FARMACOLOGICOS CON ALFA — ASARONA
Gomez et al. 1987 estudiaron el efecto hipocolesterolemiante de la alfa — asarona
en ratas observando que con 25 mg/kg, disminuia 56.3% los niveles de
colesterol, tanto en ratas alimentadas con un régimen hiperlipidémico como en
aquéllas a las que se les administré propiltiouracilo. Las concentraciones de
triglicéridos también disminuyeron significativamente (61.3%). Recientemente,
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Gardufio et al. 1997 encontraron que en raton, dosis de 80 ml/kg provocaron un
descenso del colesterol hasta del 49.6%; del LDL- colesterol, de 65.9% y de
triglicéridos, del 83.7%.

En lo que concieme al mecanismo de accion hipocolesterolemiante de la alfa —
asarona, los datos obtenidos a la fecha en cultivo de hepatocitos en ratas, indican
que el efecto lipidémico puede deberse a una inhibicion de la secrecion de lipidos
y probablemente a la de su sintesis. Los triglicéridos fueron los mas afectados
(hasta 97% de inhibicién) pero también disminuyeron considerablemente los
fosfolipidos (87%), el colesterol (70%) y los ésteres de colesterol (92%)
(Hemandez et al. 1993).

Por lo tanto, a través de esos estudios farmacolégicos se detectaron idénticas
propiedades terapéuticas del compuesto aifa — asarona y del extracto de yumel,
dando paso a investigaciones de su posible inocuidad.
ESTUDIOS TOXICOLOGICOS

TOXICIDAD AGUDA Y PROLONGADA

La toxicidad aguda de la alfa — asarona ha sido determinada por algunos autores.
En ratas, Sharma y Dandiiya (1962) encontraron una dosis letal (DLso) de 300
mg/kg por administracién intraperitoneal; en cobayo fue de 275 mg/kg, por la

misma via (National Institute for Occupational Safety and Health USA, 1977).

En ratones, Yuco — Yabiku (1980) encontré una dosis de 225 mg/kg y Morales —
Ramirez et al. (1992), de 245 mg/kg en esta misma especie.
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La beta — asarona present6 valores de DLso menores tanto en ratas (122 mg/kg)
como en ratones (184 mg/kg) segin comunicaron Sharma y Dandiya (1962) y
Yuco — Yabiku (1980) respectivamente, lo cual sugiere que es mas téxica que la
forma alfa.

Mandoki et al. 1980 informaron que la alfa asarona administrada a ratas durante
cuatro semanas a dosis de 55 y 80 mg/kg, produjeron eliminacion de Ia
bromosulftaleina semejante a la del grupo testigo. Asimismo, en ratas macho y
hembra, las dosis de 10 y 50 mg/kg, administradas durante el mismo tiempo, no
dieron lugar a modificacién en las concentraciones de fosfatasa alcalina,
deshidrogenasa lactica, bilirrubina y transaminasas. Tampoco hubo cambios en Ia
composicion de la orina, peso de érganos y arquitectura hepatica (Gardufio et al.
1992).

En estudios realizados en hepatocitos de rata adulta cultivados sobre una
monocapa de fibroblastos, se encontr6 que la exposicion a alfa - asarona (1-50
ug /ml), durante una y dos semanas, produjo aumento en el niimero y tamafio de
gotas intracitoplasmaticas de lipidos (esteatosis) y a las concentraciones mas
elevadas (25-50 pug/ml), retraccion de los cordones de hepatocitos vy
desprendimiento de las células de las cajas de cultivo (muerte celular).

Ultraestructuraimente, en hepatocitos tratados con 10 pg/ml se encontraron
mitocondrias  gigantes con vacuolizaciones, ademas de las gotas
intracitoplésmicas de lipidos. El contenido intracelular de triglicéridos incrementé
hasta 2.3 veces, mientras que el contenido de proteina por caja de cultivo, que es
un indicador del nimero de células y por tanto de la viabilidad celular, disminuy6
hasta en 53%.

La secrecién de proteinas descendié hasta en 67% y la sintesis de proteinas

celulares y totales hasta en 67% (L6pez et al. 1992).
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Estudios Teratogénicos

Jiménez et al. 1984 encontraron que la administracién oral de la alfa-asarona a
ratas, del 6 al 15 dia de la gestacién a dosis de 50 a 75 mg/kg, dio lugar a
toxicidad materna reflejada en reduccién del peso corporal. Aunque no se
observaron malformaciones congénitas en la descendencia, si se produjeron
efectos embriotéxicos con reduccién de nimero y peso de camadas. En el raton
en cambio, utilizando el mismo periodo de administracion, las dosis de 60 mg/kg
indujeron teratogenia, ademés de toxicidad materna y embriotoxicidad, siendo las
anormalidades més frecuentes, hidrocefalia, costillas extras, paladar hendido y
extremidades deformes (Salazar et al. 1992) (TablaV).

TABLA V. Efecto Teratogénico De Alfa ~ Asarona En Ratén.

e e
Alfa asarona (mg/kg)

Parametros TESTIGO 5 15 30 60
Acopladas 22 21 23 23 23
Gestantes 20 20 21 21 22
implementaciones 200 185 199 193 206
Promedio/madre + DE 10.0+.5 9.2+16 9.5+23 9.2+21 0.3+24
Fetos 184 164 163 156 164
Promedio /madre+DE 9.2+16 82+24 7.8+22* 7.4+2.5* 7.4+2.4*
Afectados por reabsor- 16 21 36** 37 42*
ciones o0 muertes
Malformaciones 12 22 10 11 62
Peso promedio+DE 1.2+0.1 1.240.1 1.2+0.t 1.2+0.1 1.0+0.1

* Diferencia significativa con el grupo testigo (p<0.05) con prueba t de Student.
** Diferencia significativa con el grupo testigo(p<0.05) con prueba de chi cuadrada.
(Salazar et al. 1992).
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Estudios Genotéxicos

Mohar-Betancourt et al. 1986 observaron en ratas una respuesta mutagénica de
Salmonella typhimurium cepa TA100, utilizando la prueba de Ames. A su vez, la
orina de ratas contenia metabolitos mutagénicos para las cepas TA100 y VTH
8414. También Morales-Ramirez et al. 1992 encontraron un ligero pero
significante aumento de la frecuencia de intercambio de cromatides hermanas en
linfocitos humanos in vitro asi como en células in vivo de médula 6sea de ratén
(TablaVl). Sin embargo, en un estudio de dominantes letales en ratas, no hubo
cambios en la frecuencia, indicados por la muerte pre y postimplantatoria
(Chamorro et al. 1992).

TABLA VI. Frecuencia De Intercambio De Cromatides Hermanas (ICH)
Producidas In Vitro Por Alfa — asarona En Linfocitos Humanos.

Dosis ICH/célula indice mitético indice de replicacion

(ng/ml) (media +EEM) (%)

Testigo 8.0+0.4 1.8 1.68

Etanol 25% 7.6+0.7 2.0 1.58

30 9.6+0.5 1.4 1.47
60 10.9+04 * 1.4 1.41
90 10.5+0.4 * 1.3 1.51
120 11.4+04* 1.2 1.41
150 11.7+:04* 1.2 1.40**
180 12.6+0.5* 0.8 1.36**
210 12.2+06 * 0.8 1.35**

EEM= error estandar de la media; 30 células analizadas por dosis para ICH y 100
células por indice de replicacion.

*Diferencia significativa con el grupo testigo (p<0.01) con prueba t de Student.
**Diferencia significativa con el grupo testigo (p<0.01) con prueba de chi-cuadrada.
(Morales-Ramirez et al. 1992).
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También se encontr6 efecto genotéxico en un estudio de dominantes letales
efectuados en ratones machos con administracién de alfa — asarona durante 5
dias (Chamorro et al. 1998) y en ratas hembras y machos con administracién
similar (Chamorro et al. 1999a) encontrandose en los dos casos aumento en la
muerte postimplantacién. Este no fue el caso de otro experimento llevado a cabo
en ratas macho y hembra después de tratamiento subcrénico (Chamorro et al.
1999b),

GENOTOXICIDAD

El término genotoxicidad, ha sido utilizado algunas veces como sinénimo de
mutagenicidad, sin embargo, existen sustancias no mutagénicas que pueden
causar metilaciones aberrantes en el ADN (Kolbye et al. 1983).

El dafio producido por diversos factores al material genético, por medio de la
mutagénesis, es uno de los riesgos toxicoldgicos que no se han valorado
suficientemente, a pesar de su repercusion en la salud de los individuos afectados
y sus descendientes (Trosko y Chang, 1978).

DANOS GENETICOS
Mutaciones en genes

Las mutaciones en genes son cambios en la secuencia del ADN de un gen;
persisten en las poblaciones celulares. Si se separan segmentos del cromosoma
durante la divisién nuclear, pueden volverse a unir de manera incorrecta en el
cromosoma y originar una inversion. Pueden reunirse con una parte diferente del
mismo cromosoma O con otro cromosoma y causan una traslocacién. Si el
segmento se pierde se denomina deficiencia o supresién que es casi siempre,
fatal. Una parte de un cromosoma puede duplicarse y ocurrir dos veces en el
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mismo cromosoma o en dos cromosomas diferentes no homélogos. Es lo que se
conoce como duplicacion. Las mutaciones cromosdmicas ocurren naturalmente
pero su frecuencia se aumenta por efectos de rayos X y mutédgenos quimicos.
Ademas, las aberraciones estables, como los rompimientos de cromosomas, dan
lugar a fragmentos acéntricos (ejemplo: rompimiento de piezas de cromosomas
sin centrdmero), cromosomas dicéntricos, cromosomas en anillos, y varios
arreglos asimétricos nuevos que son inestables. Con ésto generalmente causan
la muerte de las células por medio de la pérdida del material genético o por el
impedimento mecanico de la mitosis (Bender et al. 1988).

El dafio al material genético producido por los mas diversos factores, a través de
la mutagénesis, es uno de los riesgos toxicolégicos que deben evaluarse
suficientemente por sus descendientes. Para esto, el hombre seria el modelo
biolégico ideal, sin embargo, los problemas éticos y culturales dificultan la
investigacién en humanos y, ain cuando por la via epidemiolégica se obtiene
informacion valiosa e insustituible sobre el efecto a la salud de la poblacién,
desgraciadamente se logra tardiamente, cuando ya ha sido afectado el patrimonio
hereditario de la poblacién. Es por esto, que los sistemas bioldégicos no humarios
resultan valiosos para evaluar los efectos genéticos de agentes quimicos, ademas
por reproducibilidad, facilidad de realizacion, relativa economia y corta duracién.

Debido a los diferentes resultados obtenidos con alfa-asarona y ante la posibilidad
de que la lafa - asarona pudiera emplearse como principio activo de farmacos, el
Laboratorio de Toxicologia Preclinica de la Escuela Nacional de Ciencias
Bioldgicas buscd incrementar la bateria de pruebas para estudiar su inocuidad.
Por esta razén el Centro de Estudios Académicos sobre Contaminacién Ambiental
(CEACA-Fac. Quimica) también colabor6 como parte del grupo interdisciplinario
en este proyecto, utilizando los sistemas de micronucleos en células meiéticas de
Tradescantia clon 4430 y células mitéticas de Allium cepa.
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BIOENSAYOS PARA EVALUAR GENOTOXICIDAD

Investigaciones referente al uso de sustancias que reducen niveles de colesterol
en humanos son obviamente importantes. El compuesto alfa-asarona ha probado
ser efectivo reduciéndolo significativamente.

En virtud de lo anterior, parecié interesante resalizar las pruebas de genotoxicidad,
que tienen por objetivos demostrar cualitativamente la presencia o ausencia de
capacidad mutagénica o carcinogénica de agentes quimicos v fisicos.

Debido al alto riesgo originado por una alteracién al material genético, se han
desarrollado diversas pruebas para medir este dafio.

Existen dos tipos de pruebas de genotoxicidad. Las pruebas de larga duracién que
apuntan a evaluar la carcinogenicidad en periodos que van de meses a afios y se
efectian fundamentalmente in vivo, en mamiferos. Las pruebas mutagénicas de
corta duracién son disefiadas para demostrar, en un término de horas o hasta
meses, segun la prueba, la capacidad mutagénica de una sustancia estudiada
(Vega, 1985).

A continuacién se muestran algunas caracteristicas de pruebas a corto plazo que
permiten detectar agentes de riesgo:
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Prueba en ADN aislado
Prueba en virus

v Bacterias

Prueba de microorganismos
™ Hongos

Humanas

/V

Pruebas con células de mamiferos en cultivo —» Hamster

Raton

, Drosophila melanogaster
Pruebas en insectos —p (mosca de fruta)

Pruebas en mamiferos no humanos —p Ratén

PRUEBAS EN PLANTAS

Los sistemas biolégicos y las pruebas mas utilizadas son:
Tradescantia : Microntcleos en células meiéticas;
Mutaciones en células somaticas en
pelos estaminales.
Allium cepa: Microntclos en células mitdticas.
Vicia faba:  Micronucleos en células mitéticas.

Las plantas superiores han sido organismos muy usados como sistemas de
prueba para evaluar y seleccionar mutdgenos. Han existido por muchos afios,
pero sélo hace 20 afios han empezado a recibir el reconocimiento de ser sistemas
garantizados por su sensibilidad (De Serres, 1978; Sandhu et al. 1981).
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Estas son (tiles como dosimetros bioldgicos en el estudio del efecto de
contaminantes ambientales, plagicidas, fertilizantes, y productos quimicos asi
como cualquier sustancia distribuida en forma natural en el medio ambiente, lo
cual es dificil de hacer con otros sistemas de prueba (Cortinas de Nava et al.
1980).

Asi también, existen agentes quimicos considerados contaminantes que presentan
determinados problemas para llevar a cabo las pruebas de mutagenicidad por
medio de ensayos convencionales como los microbianos; estos problemas pueden
ser superados por el uso de varios sistemas de plantas superiores en donde los
danos genéticos se detectan con sensibilidad, ya que facilitan la evaluacioén de los
mutagenos seleccionados; y por lo tanto son utilizadas mas extensivamente como
indicadores de actividad mutagénica.

Para el conocimiento de la actividad mutagénica de alguna sustancia quimica se
deben incluir una serie de ensayos que sean capaces de detectar su potencial
mutagénico, asi como el de sus metabolitos; ya que el metabolismo de los
mamiferos podria transformarlas de inécuas a potentes mutagenos y carcinégenos
(De Serres, 1978).

Los sistemas de plantas superiores que tienen sitios especificos de prueba,
presentan ventajas sobre otros sistemas ya que permiten apreciar en dichos sitios,

la mutagenicidad de compuestos quimicos sencillos 0 una combinacién de ellos.

Dependiendo de las circunstancias, las plantas pueden ser tratadas con uneo o
mas mutagenos.

Uno de los principales objetivos de observar los cromosomas en este tipo de
sistemas de monitoreo es determinar si un quimico es un clastégeno (capaz de
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romper cromosomas); y de ser asi, saber si provoca intercambios con
consecuencias citolégicas o darno genético.

Origen De Los Micronicleos

Los micronicleos son fragmentos que se encuentran separados del nicleo de las
células en interfase; estos nicleos pequefios tienen una apariencia en el
citoplasma que es similar a la calidad de tincién similar a la cromatina del nicleo
(Lendenbor y Schimd, 1973).

La prueba de micronucleos para el analisis del dafio citogenético, esta basada en
la observacion de rompimientos o intercambios cromatinicos originados por
desérdenes en la distribucién de la cromatina en la anafase y que en el curso de la
telofase; una porcién considerable de cada cromatina desplazada no es incluida
en el nucleo de las células hijas, pero forma de microntcleos simples o0 multiples
en el citoplasma de estas células.

Varios autores han investigado el proceso de formacién de microndcleos después
de tratamientos con agentes téxicos. Se ha descrito tres mecanismos que influyen
en la formacién de estos en las células interfasicas de Allium cepa y en general en
otros sistemas:

a) Como resultado de los tratamientos se forman fragmentos acéntricos de
cromosomas; estos no son transportados a los polos anafasicos, sino que
persisten durante la telofase y no se incorporan al nlcleo de las células hijas, y
quedan como pequeiios nucleos (Read, 1959; Kihiman, 1966; 1971).

b) Cuando son cromosomas completos con una alteracion o inactivacion del
centrdmero (Ramanna y Natarajan, 1966; Schmid, 1976).

c) Pueden también originarse por formacién de isocromosomas debidos a
rompimientos de la regiéon centromérica en un plano perpendicular al normal, que
ademas tienen problemas en su unién al huso.
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La mayoria de los rompimientos de los cromosomas por agentes quimicos téxicos
iniciaimente causan un dario aistado del ADN, asi la formacién de microntcleos
requiere tanto de la misma sintesis como de la mitosis. Si el nimero de
rompimientos ocurre durante el pendltimo ciclo celular, se producen lesiones
simples aisladas potencialmente labiles que causan formacién de microntcleos,
son duplicables antes de terminar la mitosis (Nicoloff y Gecheff, 1976).

Los micronticleos se han usado para medir el dafio cromosémico causado por
radiaciones en plantas causado por radiaciones (Ma et al. 1978); esta técnica
también se ha aplicado en diversos tejidos y otros sistemas: in vivo, en médula
6sea de raton (Lendenbor y Schmid, 1973), cultivos celulares (Countryman y
Heddle, 1976; Heddle et al. 1978), en Tradescantia (Ma, 1983; Ruiz-Flores et al.
1992 y Vicia faba (Degrassi y Rizonni, 1982), Allium sativum (Valadaud-Varrieu,
1983) y Allium cepa (Escalza et al. 1983; Valtierra y Ruiz-Flores, 1987; Hanzeny
Gutiérrez-Gonzalez, 1988).
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FIGURA 3. Etapas De La Division Celular O Mitosis.
Ciclo Celular, Mitosis Y Meiosis (Garcia-Nieto et al. 1986).
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SISTEMA DE MICRONUCLEOS EN CELULAS MITOTICAS DE Allium cepa
VENTAJAS DEL SISTEMA
La cebolla comin Allum cepa es uno de los sistemas que posee las

caracteristicas de:

Bajo costo.

Se encuentra disponible todo el afio.

e No requiere de un invernadero, ni de condiciones costosas para su
propagacion.

¢ Los bulbos producen un gran nimero de raices en poco tiempo (3 a 4 dias).

e Contiene 8 pares de cromosomas (2n = 16) relativamente grandes y

observables al microscopio éptico.

El ensayo de micronlcleos es una técnica sencilla, rapida y eficiente que el
andlisis de aberraciones cromosémicas y anomalias mitéticas en metafase y
anafase, que ademas presenta otras ventajas: los micronucleos producidos son
bastantes claros y se detectan facilmente al microscopio éptico.

CICLO CELULAR DE Allium cepa

El ciclo celular de Allium cepa tiene una duracién de 23 horas a 21°C; ha sido
observado que el tiempo de la mitosis es de 4 horas, y la duracién de los periodos
de la interfase son: G1 = 3.3 horas, S = 12 horas y G2 = 3.7 horas,
aproximadamente (Grant, 1982). La profase tiene una duracién de 64 minutos,
metafase: 18 minutos, anafase: 13 minutos y telofase: 42 minutos.

ESTUDIOS REALIZADOS CON EL SISTEMA Allium cepa

Se han probado 148 compuestos agentes quimicos en 165 ensayos de los cuales
el 76% han dado respuesta positiva. Entre algunos de los compuestos probados
que han dado tal respuesta estan el colorante naranja de acridina: 2,6
diclorofenos, acetato de plomo, hidréxido de metil mercurio y sacarina, entre otros
(Grant, 1982).
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Se encontré actividad mutagénica del herbicida Gramoxona a nivel citolégico en
Allium cepa, Vicia faba, y en linfocitos de humanos (El-Abidin Salam et al. 1993).

Rodriguez (1992), detecto actividad mutagénica en aguas residuales, mediante un
estudio comparativo con dos sistemas bioldgicos de prueba Tradescantia clon
4430 y Allium cepa.

Sosa y Covarrubias (1994), al evaluar el efecto genotéxico in vitro de los
insecticidas piretroides: Permetrina, Cipermetrina y Deltametrina, encontraron que
los tres insecticidas demostraron ser capaces de producir un efecto genotoxico,
aunque cada uno en distinto grado.

SISTEMA DE MICRONUCLEOS EN C}ELULAS MEIOTICAS DE Tradescantia
CLON 4430
PROPAGACION Y CUIDADOS DE Tradescantia CLON 4430

El clon 4430 de Tradescantia es un hibrido interespecifico entre Tradescantia
subcalis y Tradescantia hirsutiflora. Pertenece a la familia de las comelinaceas, se
propaga por reproduccion vegetativa, florece diariamente, es herbacea con hojas
estrechas que rematan en punta. Las inflorescencias, se localizan en la parte
terminal de la rama, estan formadas por aproximadamente 16 yemas florales y
cada una posee seis anteras que contienen células en diferentes fases del
desarrollo meidtico, a las que Ma (1983) ha estudiado desde el inicio del ciclo,
hasta el momento en que se abren las anteras. Como las yemas se encuentran en
distintas etapas del desarrollo, presentan diferencias hasta _entre anteras
hermanas y adn dentro de la misma antera (Ma, 1983).
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VENTAJAS DEL SISTEMA

Su nimero cromosémico es pequeiio. La prueba de micronicleos en células
meidticas de Tradescantia clon 4430 fue desarrollado durante los afios 1976-1978
y su estandarizacion y validacién fue efectuada por Ma et al. 1981, el cual es un
sistema rapido, simple y eficiente para determinar la toxicidad o clastogenicidad
(agente que puede romper los cromosomas) de contaminantes ambientales en
estado liquido, farmacos y aditivos para alimentos (Ma, 1983).

MEIOSIS De Tradescantia CLON 4430

NG

+ | MI1CROSPORE

FIGURA 5. Duracién Y Morfologia General De Cada Una De Las Etapas

De La Meiosis De Tradescantia Cion 4430 (Ma, 1983).
Las células en cada una de las etapas de la meiosis, estan sincronizadas y con
tiempos bien conocido para cada uno de los botones de las flores (Taylor, 1950).
Se han estudiado las distintas fases del ciclo meidtico en Tradescantia, y se
determinan los tiempos que permanecen las células en cada estadio desde la
28



profase | (leptotena, cigotena, paquitena, dipiotena y diacinesis) con un tiempo
total de 64 a 68 horas. Después sigue el proceso hasta la fase de tétradas con 41
a 55 horas. Estas son las etapas de mayor importancia (Ma, 1983).

Los microndcleos en las células meiéticas de Tradescantia se originan en estados
tempranos de la meiosis y se forman cuando algunos cromosomas retardados o
fragmentos acéntricos, son excluidos del nicleo al final de la divisién, y se
observan en la etapa de tétradas del ciclo meidtico (Ma, 1983).

ESTUDIOS REALIZADOS CON EL SISTEMA Tradescantia CLON 4430

Este bioensayo se ha utilizado para determinar los efectos mutagénicos de los
rayos X (Sparrow et al. 1972), y de contaminantes como el 1,2-dibromoetano (Ma
et al. 1978). También para evaluar la presencia de agentes genotoxicos en aguas
residuales (Ruiz-Flores et al. 1992), para el ensayo de genotoxicidad de
colorantes sintéticos (Martinez y Velazquez, 1995), agentes gaseosos (Ma et al.
1996) y en farmacos anticonvulsivos (Guerrero, 1998).

Cabe sefialar que en este trabajo se eligieron las mismas concentraciones
utilizadas en el estudio genotéxico del principio activo alfa—asarona de Morales-
Ramirez et al. 1992), indicado anteriormente, con el fin de observar el efecto en el
sistema de microntlcleos en células meidticas de Tradescantia clon 4430 y en
células mitéticas de Allium cepa.
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il. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Estudiar el posible efecto genotéxico de la alfa-asarona en células meiéticas de
Tradescantia clon 4430 y en células mitéticas de Allium cepa.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar la concentracion del disolvente (etanol) que solubiliza al compuesto
alfa-asarona que no sea genotoéxica para los dos sistemas de prueba.

2. Conocer las concentraciones 6ptimas que producen efecto genotéxico en cada
uno de los sistemas vegetales.
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SISTEMA DE MICRONUCLEOS EN CELULAS MERISTEMATICAS
DE Allium cepa

OBTENCION DE RAICES

Para cada tratamiento se seleccionaron bulbos de cebolla de tamafio uniforme (10
a 30 gr), habiendo quitado la superficie exterior de manera que los apices de las
raices quedaran expuestos. Se sumergieron en agua corriente (cerca de una
cuarta parte del bulbo), manteniéndolas con aereacidon constante en la oscuridad a
21° C. Después de 3 a 4 dias se obtuvieron raices de 2 a 3 cm de longitud. De
estas raices con el tratamiento respectivo, se analizdé la porcién del meristemo
donde fa division mitética es mas activa.

TRATAMIENTO Y OBTENCION DE PREPARACIONES

Se eligieron bulbos con raices de aproximadamente 2 a 3 cm de longitud, los
cuales se sumergieron (cerca de una cuarta parte del bulbo) en vasos de
precipitados con la soluciéon correspondiene: farmaco y testigos respectivos,
aereacion constante y en la oscuridad a 21°C. Esto fue durante un periodo de 2
horas de tratamiento, es decir, para que abarcara la etapa S de maxima
sensibilidad, en la interfase. Después se enjuagaron las raices en agua corriente
y pasaron a un periodo de recuperaciéon de 42 horas (duracién necesaria para que
los cromosomas dafiados en la etapa de sintesis del ADN, continden su ciclo y
lleguen nuevamente a la etapa de interfase donde se registra el dafo con la
formacién de micronicleos).

Posteriormente las raices fueron enjuagadas, cortadas y fijadas en una solucién
etanol-acido acético (3:1 V/V) por 24 horas, al término de lo cual las raices fueron
enjuagadas en etanol al 70% y mantenidas asi hasta su observacién. Para su
tincién las raices se hidrolizaron con HCI 1N por 7 minutos a 60 °C en bafio Maria.
Se enjuagaron después con agua destiladay se colocaron por 20 minutos en
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vasos de precipitados que contenian el colorante de Feulgen. Para la elaboracién
del colorante de Feulgen se disolvieron gradualmente 0.5 gr de fucsina basica en
un matraz con 100 mi de agua destilada hirviendo después se dejoé enfriar hasta
58°C filtrdndolo en embudo de cristal a un frasco ambar protegido de la luz; se
colocd un termémetro y cuando bajé a 26°C se agregaron 10 ml de HCL IN y 0.5gr
de metabisulfito de potasio. Después se guardd en la oscuridad a temperatura
ambiente. Al término de 24 horas se observo si la solucidén era transparente o si
presenta un color ambar se le agrega 0.5 gr de carbon activado, dejandolo
reposar 24 horas en camara fria (4 °C) y oscura. Por ultimo se filtra al vacio, se
guarda protegido de la luz en un frasco ambar en refrigeracién. Posteriormente se
colocd cada raiz en un portaobjetos, bajo un estereomicroscopio, conteniendo una
gota de acido acético al 45%, en donde fue removida la membrana que cubre la
porcion meristematica y separada del resto de la raiz. Se realizé el método de
presion (técnica de aplastamiento para obtener un buen extendido de células).

OBSERVACION Y REGISTRO DE CELULAS

Las preparaciones de los diferentes grupos experimentales se leyeron

simultaneamente, marcandolas con claves.

El registro se llevé a cabo en un microscopio 6ptico, enfocado en un lugar al azar
bajo una amplificaciéon de 40x contandose 2,000 células por preparaciéon y se
registraron las células interfasicas normales, y las que contenian uno, dos, tres o
mas micronucleos y se calculé el indice mitético.

Indice mitético = No. de células en division / Total de células (2,000) X 100.

De cada grupo experimental se observaron 5 preparaciones, las cuales
correspondieron a 5 raices diferentes de un mismo bulbo de cebolla.
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SISTEMA DE MICRONUCLEOS EN CELULAS MEIOTICAS
DE Tradescantia Clon 4430
CULTIVO DEL MATERIAL BIOLOGICO

Las plantas Tradescantia clon 4430 se cultivaron en un invernadero apropiado en
macetas con las condiciones 6ptimas de humedad (60 a 80%), temperatura 21 a
26 °C durante el dia y 23 °C durante la noche, con un fotoperiodo (1,800 ft-
candelas de luz fluorescente y 180 ft-candelas de luz incandescente). Para su
desarrollo se plantaron en una mezcla de arena (lavada con hipoclorito de sodio y
enjuagada perfectamente), tierra de hoja en una proporcién de (1:3) y se regaron
con agua corriente cuando asi lo requerian; las flores se cortaron diariamente de
acuerdo c¢on el método de Ma (1983).

La reproduccion vegetativa se realizd desenmacollando las raices y separando
asi los tallos surgidos de ellas.

Fue necesario cortar las hojas adultas para evitar que anidaran los insectos y
para favorecer el crecimiento del tallo y la formacién de inflorescencias vigorosas.

Para su buen desarrollo de las plantas se requirid una mezcla de fertilizantes
solidos de nitrogeno, fésforo y potasio en una proporcion de 5:10:5 vy
micronutrientes, el cual se estuvo administrando varias veces cada 30 dias.

TRATAMIENTO Y OBTENCION DE PREPARACIONES

Para observar el posible dafio en células meibticas de Tradescantia se
seleccionaron inflorescencias con tallos de aproximadamente 10 cm de largo y se
sumergieron en vasos de precipitado con cubierta de papel aluminio perforado.
Estas se distribuyeron en grupos: dos para los controles (etanol 1% y agua
destilada) y uno para las tratadas con el compuesto alfa-asarona, con 12
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inflorescencias cada uno, seglin se indica en el disefio experimental, el
tratamiento se aplicé via tallo segun el método establecido por Ma (1983), es
decir, con 6 horas de exposicién, periodo en el cual la sustancia a probar llega a
la yema que contiene células en profase |, de mas sensibilidad en la meiosis.
Posteriormente, se enjuagaron los tallos en el chorro de agua y se pasaron a
recuperaciéon por 24 horas, mejor referido como tiempo meidtico en donde las
células posibles dafadas puedan llegar a la etapa de tétradas tempranas
observando en ellas los micronucleos formados, es decir, rompimientos de los
cromosomas. Después de este periodo las inflorescencias se sumergieron en una
mezcla de etanol-acido acético (3:1 V/V) durante 24 horas para detener el ciclo
meidtico, al término de este periodo las inflorescencias se pasaron por agua
corriente y se colocaron en etanol al 70%, asi se conservaron hasta su
observacion.

De cada inflorescencia se seleccioné la yema que contenia las células en la etapa
de tétradas, la cual se colocé en un portaobjetos con una gota de colorante de
aceto-carmin, preparado con 0.5 gr de carmin con 45 ml de acido acético glacial y
55 ml de agua destilada. Se hirvié durante 10 minutos a reflujo. Se agité y se filtrd
cuando se enfri6 (Sharma y Sharma, 1980). En un estereomicroscopio, se
disectaron y separaron las anteras, las que fueron maceradas para asegurar que
la mayoria de las tétradas quedaran libres; una vez hecho esto se desecharon los
fragmentos de la pared de la antera y se colocé cuidadosamente un cubreobjetos
sobre las células suspendidas en el colorante.

Después se procedid a calentar ligeramente la preparacion; enseguida se
presiond, suavemente con la mano, bajo varios capas de papel para quitar el
exceso de colorante.

Las preparaciones de los diferentes grupos experimentales se leyeron siguiendo el
método de doble ciego, marcandolos con claves y desconociendo a que grupo
experimental pertenecian.
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OBSERVACION Y REGISTRO DE TETRADAS

La identificacién y el recuento de micronticleos estan basados en tres criterios
especificos que incluyen: morfologia, citoquimica y orientaciéon dentro de la célula.
El criterio morfoldgico incluye la textura (debe ser comparable a la de los nucleos
principales), {a forma (de redonda a oval, con bordes bien definidos), ademas, el
diametro del micronicleo no debe ser mayor que un tercio del diametro de los
nucleos principales. El criterio citoquimico consiste en una reaccién positiva a la
tincion con acetocarmin. En cuanto a su orientacién en la célula, los micron(icleos
deben localizarse dentro del citoplasma y en el mismo plano focal que los ntcleos
principales, pero deben estar bien determinados y separados fisicamente de éstos
(Livingston et al. 1990; Ren et al. 1991).

El registro se llevé a cabo en un microscopio optico, se enfocé en un lugar al azar
bajo una amplificacién de 40x y se contaron 300 células por preparacion. Se
registraron las tétradas normales y las que contenian uno, dos, tres o mas
micronucleos.

Se reporté el nimero de micronucleos X 100 células (%MCN). De cada grupo
experimental se leyeron 5 preparaciones, las cuales correspondieron a 5
inflorescencias diferentes.

ANALISIS ESTADISTICO PARA BIOENSAYOS VEGETALES
Los resultados obtenidos en ambos sistemas se analizaron mediante la prueba de
Tukey ideal para probar la hip6tesis nula respecto a la igualdad de todos los
posibles pares de medias del tratamiento. Cuando se utiliza esta prueba, se elige
un nivel global de significacion a. La probabilidad es o entonces, que una o mas
de las hipétesis nulas es falsa (Daniel, 1996).
El programa estadistico que se utilizé fue Jump In.
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IV. RESULTADOS

En la primera columna de la Tabla VI, se muestra el tratamiento que se probé con
las concentraciones de 1, 2 y 3% de etanol y su control de agua destilada.

En {a columna dos, se indica el nimero de muestras que se leyeron, probandose
cada concentracion por triplicado.

En la columna tres, se sefala la frecuencia de micronlcleos en las células
mitéticas de Allium cepa tanto del testigo como de sus concentraciones de etanol.

En la columna cuatro, se encuentra la transformacién de arcoseno (Zar, 1984),
que permite cambiar el valor que esta en porcentaje en la columna tres a nimeros
normales para asi poder utilizar la prueba de multiples rangos de Tukey. Por
medio de esta prueba se demuestré efecto genotéxico a la concentracién del 3%
de etanol, el cual es imposible utilizario como disolvente de alfa- asarona.

En la Figura 6, se observa en el eje de las abscisas el testigo de agua destilada y
las concentraciones 1, 2 y 3% de etanol. En el eje de las ordenadas esta la
escala de las medias del tratamiento. Se puede apreciar el resultado de cada
concentracién siendo la media cada punto central del diamante con su error
estandar. Mostrando que el testigo agua destilada con referencia a la
concentracién del 3% de etanol hay un efecto genotoxico habiendo una distancia
muy notoria con las anteriores medias, mientras que con las concentraciones de 1
y 2% de etanol no se manifiesta tal significancia con respecto al testigo.
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TABLA VIl. Sistema De Micronticleos En Células Mitoticas De Allium
cepa Inducidas Por Etanol.

TRATA- REPE- % TRANSFOR- MEDIA ERROR DIFERENCIA DE MEDIAS PRUEBA

MIENTO TICION MACION — ESTANDAR CON RESPECTO AL DE
Arcoseno X TESTIGO AGUA TUKEY
DESTILADA
A.D. 10 0.65 12.02 1.20200 0.35137 1.31970 N.S
1 15 0.75 16.2 1.08000 0.28689 1.08272 N.S
2 15 1.56 25.14 1.67600 0.28689 0.73072 N.S
3 15 101 65.83 4.38867 0.28689 1.98195 *

* = Significativo (p<0.05)
N.S. = No significativo (p>0.05)
A.D. = Agua destilada.
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FIGURA 6. Sistema De Micronticleos Inducidos Por Etanol En Células
Mitéticas De Allium cepa Por Medio De La Prueba de Tukey.
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En la Tabla VI, se registra el indice mitético (células en divisién) inducido por
etanol a las concentraciones de 1, 2 y 3%, probandose cada una por triplicado con
sus respectivos testigos de agua destilada. El testigo varia su indice mitético de
6.94 a 10.04%, obteniendo resultados muy semejantes en la concentraciéon del 1%
de etanol; sin embargo, a la concentracion del 2% empieza a disminuir por abajo
del porcentaje normal 6.7% promedio de divisién celular a 5.3% presentando el
inicio de una toxicidad y en la concentracion del 3% disminuy6 a 0.32% y en una
de las repeticiones se inhibid totalmente siendo muy toxica para el sistema de

prueba.

TABLA VIl Porcentaje Del indice Mitético En Células Mitéticas De
Raices De Alium cepa Inducidas Con Etanol.

INDICE MITOTICO
Testigo negativo Concentraciones de etanol
(Agua destilada) 1% 2% 3%
LM. .M. .M. LM,
10.04 9.71
8.15
6.13
6.94 57 0.32
5.31 0
5.43 0.06

! El valor es el nimero de células en divisién / 2000 (total de células por cada
preparacion) X 100 correspondiendo al promedio de 5 preparaciones de raices

diferentes.
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En la primera columna de la Tabla IX se muestra el tratamiento que se probé con
las concentraciones de 1, 5, y 26% de etanol y su testigo de agua destilada.

En la columna dos, esta el nimero de muestras que se leyeron, probandose cada

concentracion por triplicado.

En la columna tres, se senala la frecuencia de micronlcleos en las células
meibticas de Tradescantia clon 4430 tanto del testigo de sus concentraciones de

etanol.

En la columna cuatro, se encuentra la tranformacion de arcoseno (Zar, 1984), y
utilizando la prueba de miultiples rangos de Tukey se demuestra un efecto
genotéxico en la concentracion al 25% de etanol, es decir, hubo un incremento
notable en la frecuencia de la aparicion de microntcleos en relacién con su testigo
de agua destilada.

En la Figura 7, se presenta en el eje de las abscisas el testigo agua destilada y
las concentraciones 1, § y 25% de etanol. En el eje de las ordenadas esta Ia
escala de las medias del tratamiento, en donde se puede ver el resultado de cada
concentracion siendo la media cada punto central del diamante con su error
estandar. Observando que el testigo de agua destilada con referencia a la
concentracion del 25% de etanol hay un efecto genotdxico dandose un ascenso
mucho mayor que con las anteriores medias, sin embargo, aunque la
concentracion del §% no muestra genotoxicidad, si hay un aumento en la
frecuencia de micronucleos, por lo que la concentracion del 1% de etanol registra
un similar comportamiento con el testigo de agua destilada.

Asi la concentraciéon al 1% de etanol fue la 6ptima para solubilizar la alfa —
asarona, sin producir un dano genotéxico en ambos sistemas de prueba.
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Tabla

IX. Sistema De Micronicleos En Células

Tradescantia Clon 4430 Inducidas Con Etanol.

TRANS-

Meidticas De

TRATA- REPE- % MEDIA ERROR DIFERENCIA DE MEDIAS PRUEBA
MIENTO TICION FORMA- — ESTAN- CONRESPECTOAL DE TUKEY
% CION X DAR TESTIGO DE AGUA
Arcoseno DESTILADA
A.D. 15 61.61 172.39 11.4927 0.44344 1.66056 NS
1 15 55.28 163.46 10.8973 0.44344 1.06523 NS
5 15 77.26 194.6 12.9733 0.44344 0.17989 NS
25 15 196.95 317.63 21.1753 0.44344 8.02211 *

*

= Significativo (p<0.05)
N.S. = No significativo (p>0.05)
A.D. = Agua destilada.
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FIGURA 7. Sistema De Micronicleos inducidos Por Etanol En Células
Meidticas De Tradescantia Clon 4430 Por Medio De La Prueba de Tukey.
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En la primera columna de la Tabla X se indican las concentraciones de alfa ~
asarona ensayadas y su testigo de agua destilada y etanol 1%.

En la columna dos, se encuentra el nimero de muestras leidas, probandose cada
concentracion por triplicado.

En la columna tres, se sefala la frecuencia de microndcleos en las células
mitéticas de Allium cepa.

En la columna cuatro, se encuentra la tranformacién arcoseno (Zar, 1984), y
utilizando la prueba de muiltiples rangos de Tukey se demuestra que se produce
genotoxicidad a las concentraciones de 150, 180 y 210 ug/ml con el control de
agua destilada; sin embargo, con relacién al testigo etanol 1% se nota tal efecto
s6lo a 210 ug/ml. Con la concentracién de 250 ug/ml se observa un descenso en
la frecuencia de micronucleos con respecto a los controles indicando un aparente
error, por otra parte, aunque no se demuestre el efecto por la baja formacion de
micronucleos, en la siguiente Tabla se presenta el efecto que produce en la
division celular.

En la Figura 8 se presentan en el eje de las abscisas el testigo de agua destilada y
al 1% , con sus respectivas concentraciones del compuesto alfa — asarona de 30,
60, 90, 150, 180, 210 y 250 ug/ml y en el eje de las ordenadas las escalas de
medias, donde cada punto central del diamante sefiala la media con su error
estandar. Entre los testigos y sus respectivas concentraciones de 30, 60, 90 y 250
ug/ml, existe un comportamiento similar. Cabe sefalar que esta Ultima
concentracion se refiere a la frecuencia de microntcleos. Por otro lado con 150,
180 y 210 ug/ml se nota un claro distanciamiento con los testigos corroborado por

la prueba de Tukey.
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TABLA X. Sistema De Microniicleos En Células Mitéticas De Allium
cepa Inducidas Con Alfa-asarona.

—

—— ——— ——
ERROR DIFERENCIADE PRUE- DIFERENCIA PRUEBA

RATA- REPE % TRANS- MEDIA
IENTO TI- FORMA- _ ESTAN- MEDIASCON BADE DE MEDIAS DE
ag/ml)  CION CION X DAR  RESPECTOAL TUKEY CON TUKEY
ARCO- TESTIGO AGUA RESPECTO
SENO DESTILADA AL TESTIGO
| ETANOL
AD. 30 105 2613 087100 0.11852 0.52304 NS 0.36704 NS
ET. 30 1.35 3081 1.02700 0.11852 0.36704 NS 0.52304 NS
1%
30 45 17 3977 0.88378 0.09677 0.46469 NS 0.33425 NS
60 45 1.85 4286 095244 0.09677 0.39603 NS 0.40291 NS
90 45 225 486  1.08000 0.09677 0.26847 NS 0.42447 NS
150 45 31 6325 1.40556 0.09677 0.057086 . 0.09891 NS
180 45 31 6424 142756 0.09677 0.79086 . 0.07691 NS
210 45 375 7215 1.60333 0.09677 0.254864 * 0.098864 .
250 45 345 5791 1.28689 0.09677 0.06158 NS 0.21758 NS

*= Indica significativo (p<0.05)

N.S.
AD.
E.T.

Indica no significativo (p>0.05)

Agua Destilada

1% = Etanol al 1%

45



Ohr—Tomg

I+

ArOozZ>-<H40mMm XVOIXAIM

4.0

3.0

2.0

)

1.0

OENE

0.0

l ¥ i ¥ ¥ H i i i
30 66 20 150 180 250 250
Agua Etanol

Destilada 1%

CONCENTRACION (ug/mi)

FIGURA 8. Sistema De Micronticleos Inducidos Por Alfa - asarona En
Células Mitéticas De Allium cepa Por Medio De La Prueba de Tukey.



En la Tabla XI se observa el indice mitético (células en divisién) inducido por la
alfa — asarona a 30, 60, 90, 150, 180, 210 y 250 ug/ml, probandose cada una por
triplicado sus respectivos trestigos de agua destilada y etanol 1%. El testigo de
agua destilada varia su indice mitético de 9.27 a 10.9, y el etanol 1% de un 7.57 a
9.73%, obteniendo resultados muy semejantes a 30, 60, 90, 150, 180 y 210 pg/ml
de alfa — asarona; sin embargo, a la concentraciéon de 250pg/ml disminuy6 de
5.94% hasta la inhibicién total, es decir, por debajo del porcentaje normal 5.7%
promedio de nimero de células en division; mostrando toxicidad para el sistema
de prueba. Se apreci6 la formaciéon de células picnéticas (condensacién de la
cromatina, impidiendo la divisién celular).
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Tabla XI. Porcentaje De indice Mitético En Células Mitéticas De Raices De Allium cepa
Inducidas Con Alfa-asarona.

iNDICE MITOTICO (l.;n.)

Agua Etanol
destilada 1% Concentraciones de alfa asarona (ng/mi)
30 60 90 150 180 210 250
9.33 9.59 8.48 9.14
9.23 9.55
9.55 9.58
8.28 9.33
9.52 8.97
9.59 9.73 9.73 9.46
9.79
9.42
- 9.4
9.76
9.56
9.43 9.68 9.62
9.52
9.69
9.32
9.37 9.18 9.57
8.89 9.42 9.55
9.43 9.37 9.14 9.11 9.59
9.05
94
9.36
8.97
10.9 7.57 9.46
9.33
4.69
0
4.4
4.45
9.43 9.37 0
56
5.94
0
0.12
9.18
9.11
9.42
10.9 7.57 9.53
8.94
9.0
9.11
10.0
9.89
9.9
9.62
9.33 9.56 9.27
9.4
9.45
9.42
7.37
9.27 9.01 9.73
10.51

1 El valor es el nimero de células en divisién/2000 (total de células por cada preparaciéon) X 100
correspondiendo al promedio de 5 preparaciones de raices diferentes.
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En la primera columna de la Tabla Xll aparecen las concentraciones y sus testigos
de agua destilada y etanol.

En la columna dos, esta el nimero de muestras que se leyeron, probandose cada
concentracion por triplicado.

En la columna tres, se sefala la frecuencia de micronlcleos en las células
mitdticas de Tradescantia clon 4430 tanto del testigo como de sus

concentraciones de etanol.

En la columna cuatro, se encuentra la transformacién de arcoseno, (Zar, 1984), y
utilizando la prueba de multiples rangos de Tukey, se demuestra un efecto
genotdxico a las concentraciones de 150, 180, 210 y 250 ug/ml con el testigo agua
destilada, por otra parte con relacion al testigo etanol 1% se nota tal efecto a partir

de la concentracién de 180 ug/ml.

En la Figura 9, se presenta en el eje de las abscisas en testigo de agua destilada
y el testigo etanol 1%, con sus respectivas concentraciones del compuesto alfa —
asarona, y en el eje de las ordenadas la escala de medias, donde cada punto
sefiala la media con su error estandar. Resultando que a partir de la
concentracion de 150 ug/ml empieza a ascender y a alejarse de los controles,

incrementandose notablemente con la concentracion.
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Tabla Xili.

Sistema De Micronticleos En Células Meidticas De

Tradescantia Clon 4430 inducidas Por Alfa-asarona.

e no

TRATA RE- %  TRANS- MEDIA ERROR DIFERENCIA PRUE- DIFERENCIA PRUE
MIEN-  PE- FORMA ESTAN- DEMEDIAS BADE DEMEDIAS BADE
TO TH- CION X DAR CON TUKEY CON TU-
pg/mt CION ARCO- RESPECTO AL RESPECTO  KEY

SENO TESTIGO AL TESTIGO

AGUA ETANOL

DESTILADA

AD. 35 11686 36307 103734 024306 1.07247 NS  0.40618 NS
ET.1% 35 13221 38639 11.0397 0.24306 0.40618 NS 1.07247 NS
30 45 16247 48677 108173 0.21436 0.56723 NS 078875 NS
60 45 157.17 47882 106404 0.21436 0.74412 NS 061186 NS
90 45 17918 51176 11.3724 021436 0.01212 NS 067840 NS
150 45 182.87 51574 11.4609 0.21436 0.07633 *  0.58996 NS
180 45 19852 54321 12.0713 0.21436 0.68677 * 0.2049 .
210 45 24386 601.54 13.3676 0.21436 1.98299 * 1031671 .
250 45 2652 65165 14.4811 0.21436 3.09655 *  2.43026 .

* = Indica significativo (p<0.05)

N.S = Indica no significativo (p>0.05)
A.D. =Agua Destilada

E.T. = Etanol al 1%
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V. DISCUSION

El presente trabajo ha permitido evaluar la alfa-asarona en cuanto al efecto
genotéxico que puede ocasionar en células meiéticas de Tradescantia clon 4430 y
en células en interfase de raices de Allium cepa.

Como se puede observar son posibles los dafios a la estructura del ADN como lo
hacen por ejemplo las radiaciones UV, rayos X, los cuales producen cambios en el
ADN como puentes de pirimidinas, y hasta las radiaciones ionizantes que
producen radicales libres pudiendo desencadenarse en efectos carcinégenos.

Empero, existen mecanismos de reparacion del ADN en donde el mejor
comprendido implica la separacion de dimeros de pirimidina (por lo comun timinas
enlazadas adyacentes covalentemente en la misma hebra). Los dimeros de timina
se inducen facilmente en bacterias mediante luz ultravioleta. Estos dimeros son
letales si no se reparan, debido a que interfieren con la replicacién normal de la
progenie de hebras de ADN. Existen al menos tres mecanismos conocidos para
reparar dimeros de pirimidinas.

1) Fotorreactivacion: Algunos dimeros de pirimidinas pueden eliminarse
por la accién de una enzima que se activa al absorver luz azul y como
son susceptibles al calor, éstas rompen el puente y reparan, aunque no
se sabe mucho en relacién con la quimica de este proceso de
(Stansfield, 1992).

2) Reparacion por excision: Este mecanismo incluye cuatro pasos. a) Una
endonucleasa llamada UV hace un corte en una hebra simple
sobre el extremo 5 cerca del dimero. b) La  actividad de
exonucleasa 5 —® 3’ de la ADN polimerasa | elimina los nucleétidos
cerca del corte, incluyendo al dimero. ¢) Una de las ADN polimerasas
(posiblemente pol I) sintetiza una hebra remplazadora correcta de 5’ a
3’ mediante el uso de la informacion de la hebra complementaria intacta.
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d) La polinuclebtido ligasa sella la ruptura. La reparacién puede
iniciarse tan pronto como se forma el dimero de pirimidina.

3) Reparaciéon SOS: Esta es una forma de replicacioén sujeta a error que
repara lesiones en el ADN sin tomar en cuenta la resaturacién de la
secuencia original de bases. Este tipo de reparacion puede dispararse
por mutagenos quimicos que alteran las propiedades de los puentes de
hidrogeno de las bases o por mutaciones inducidas por radiacién. Se
conoce poco en relacidon con la naturaleza de este mecanismo de
reparaciéon de emergencia (Stansfield, 1993).

Aungue existen, como se citd anteriormente, mecanismos de reparacion que
tratan de subsanar el dano, éste puede ser tan grave o aquéllos no ser tan
eficientes que se produzcan alteraciones estructurales. Es decir, la reversibilidad
o la irreversibilidad dependera de la capacidad de regeneracién del 6rgano, frente
a la magnitud del tejido o de lo significativo de la exposicion.

Por lo que hace a este trabajo de investigacién se pudo determinar que la alfa —
asarona indujo claramente incrementos en la frecuencia de micronlcleos en
células madres de polen (en etapa de tétradas) de Tradescantia clon 4430 y en
células en interfase de raices de Allium cepa. La alfa — asarona induce una
respuesta genotdxica con las concentraciones de 180, 210 y 250 ug/ml
cuantificado por la frecuencia de micronlcleos producidos por rompimientos
cromosomicos, observandose que el efecto se incrementa con la concentracion.

También investigaciones realizadas por Mohar—Betancourt et al. 1986, utilizando
la prueba de Ames para evaluar la prueba de la alfa-asarona, obtiene efectos
mutagénicos. Por lo que en el sistema de micronucleos en células meibticas de
Tradescantia clon 4430 y en el sistema de Ames comparten algunas
caracteristicas entre las que sobresalen la universalidad del codigo genético y los
mecanismos de transcripcion y traduccion de la informacion hereditaria. Esto se
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reafirma con los trabajos de Ma et al. 1984, el cual realizaron un estudio donde
prueba 140 compuestos diferentes entre bebidas comunes, compuestos quimicos
y farmacos utilizando el sistema de micronilicleos en células meiéticas de
Tradescantia y el sistema de Ames y encuentra una correlacion de
aproximadamente 67% de resultados positivos.

En el sistema de micronicleos en células mitéticas de Allium cepa, se encontré
que la alfa-asarona induce un efecto genotdxico a la concentracion de pg/ml
manteniendo su indice mitético constante por arriba del 6.5%. Sin embargo, la
concentracion de 250 ug/ml produjo toxicidad al inhibir casi totalmente la division
celular, encontrandose células picnéticas en varias muestras, lo que indica que la
alfa-asarona interacciona con el material nuclear, impidiendo la duplicacién de
cromosomas, sintesis de ADN y componentes proteicos necesarios para la
duplicacién de las células, es decir, su efecto se considera como téxico (Escalza et
al. 1983).

En estudios sobre genotoxicidad realizados por Morales-Ramirez et al. 1992, se
informé de un ligero pero significativo aumento en la frecuencia de intercambio de
cromatides hermanas in vitro a las concentraciones de 60, 90, 120, 150, 180y 210
ng/ml de alfa-asarona. En el presente estudio en células mitdticas de Allium cepa
se manifesto tal efecto a concentraciones mayores (210 y 250 ug/ml). Dafios leves
y efectos toxicos en el sistema de Allium cepa pueden manifestarse en severas
alteraciones en sistemas de prueba de mamiferos (Fiskej6, 1981). Esto puede ser
debido a que el metabolismo del mamifero podria transformarlo de inocuo a un
compuesto con capacidad mutagena o carcinégena (De Serres, 1978).

Con ésto se debe dar importancia a la investigacién preclinica, tratando de evaluar
con todas las pruebas disponibles, resultados farmacolégicos como toxicolégicos
obtenidos con modelos in vivo e in vitro del principio activo, alfa — asarona, del
arbol Guatteria guameri antes de llegar a conclusiones definitivas.
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Llegando el caso de que la alfa — asarona sea considerada como medicamento
novedoso en terapéutica, clinicamente debera establecerse la via de
administracién, dosis y tipo de pacientes, asi como las contraindicaciones que

pudieran aparecer.

Existe también la posibilidad de que se continen estudiando los analogos de alfa-
asarona, para poder evaluar su actividad farmacolégica, realizando estudios
preclinicos de seguridad y relacion estructura — actividad. A éste respecto se han
sintetizado recientemente nuevos andlogos estructurales que han demostrado
eficacia similar a la de la alfa — asarona y que por tanto deben someterse a los
mencionados estudios (Chamorro et al. 1998; Labarrios et al. 1999).
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Vi. CONCLUSIONES

1.- La concentracién 6ptima de etanol para disolver el farmaco sin ser genotéxica
para los dos sistemas de prueba fue de 1%.

2.- Se observé un efecto significativo de genotoxicidad con la alfa-asarona sobre
las células meidticas de Tradescantia clon 4430 desde la concentracion de

180 ng/mi, aumentando con la dosis.

3.- Para las células meristematicas de Allium cepa se induce genotoxicidad con la
concentracién de 210 ug/ml y a la de 250 pg/ml, hay un efecto téxico que inhibe

el ciclo celular.

4.- Las pruebas de micronticleos en células meiéticas de Tradescantia clon 4430 y
en células mitéticas de Allium cepa, fueron sensibles para evaluar el dafo
genotoxico de la alfa-asarona.

5.- Los resultados de esta investigacion, indican que el uso de la alfa — asarona

debe sujetarse al anélisis de todos los estudios del Programa de Toxicidad

Preclinica.
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