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RESUMEN

Las plantas medicinales juegan un rol importante en el
tratamiento de enfermedades como el cancer y constituyen una
fuente invaluable de metabolitos secundarios para la obtencion
de nuevos agentes antineoplasicos. No obstante, considerando
los posibles peligros que entrafian sus extractos o sus derivados
sobre el material genético, es imperativo su evaluacién mediante
ensayos de genotoxicidad que permitan determinar los efectos
téxicos inducidos por estos agentes y que sustenten seguridad,
efectividad y calidad requeridas para la administracion en
humanos.

En el presente trabajo se evalué la actividad citostatica y
genotdxica de las moléculas acfiato de  -amirina y
dehidroleucodina, aisladas de las plantas Clusia latipes y Gynoxis
verrucosa respectivamente, empleando el modelo de
micronucleos con bloqueo de la citocinesis en linfocitos humanos.
Al evaluar la actividad citostatica de acetatofde -amirina se
observé una disminucién en la proliferacion celular a las
concentraciones probadas. Por otra parte, dehidroleucodina
también presentd efectos citostaticos estadisticamente
significativos (p<0.05) con respecto al control negativo (DMSO).
Los resultados de la actividad genotoxica mostraron una
respuesta dosis-dependiente, pues al aumentar la concentracién
en ambas moléculas se incrementa el nUmero de micronucleos
como resultado de dafio al ADN por mecanismos aneugénicos o
clastogénicos.

Palabras clave: micronuicleos, citostatico, genotoxico, acetato de
-amirina, dehidroleucodina.



ABSTRACT

The medicinal plants are important in the treatment of illnesses
such as the cancer and are a source of secondary metabolitos for
the obtaining of new anticancer agents. Nevertheless,
considering the possible dangers that involve their extracts or
their derived on the genetic material, it is important to know its
genotoxic activity by genotoxicity test that allow determining its
toxic effects and that they sustain could be administration in
human.

We have determinate the cytostatic and genotoxic activity against
human lymphocytes using the cytikinesis-blocked micronucleus
assay with the molecules B-amyrin acetate and
dehydroleucodine, isolated of the plants Clusia latipes and
Gynoxis verrucosa respectively. B-amyrin acetate exhibited a
high degree of growth inhibition against lymphocytes in the
proved concentrations. On the other hand, dehydroleucodine
also presented statistically cytostatic effects significant (p <0.05)
compared with the negative control (DMSO). The results of the
genotoxic activity show an answer dose-dependent, because
when increasing the concentration in both molecules the
micronucleus number it is increased as a result of damage to the
DNA by aneugenic or clastogenic effects.

Key words: micronucleus, cytostatic, genotoxic, f-amyrin acetate,
dehydroleucodine.
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OBJETIVOS

GENERAL:

Evaluar la actividad genotdxica de las moléculas Acetato e -
Amirina y Dehidroleucodina, mediante el ensayo CBMN en
linfocitos humanos.

ESPECIFICOS:

Establecer las dosis subtéxicas a probar en el ensayo de
micronUcleos con bloqueo de la citocinesis mediante la técnica
de doble tincién FDA-BrEt.

Establecer el efecto citostatico de las moléculas Acetato de B-
Amirina y Dehidroleucodina, mediante Indice de Division Nuclear
en linfocitos humanos.

Determinar el efecto genotoxico de las moléculas Acetato de -
Amirina 'y Dehidroleucodina, mediante la evaluacion de
Micronucleos en linfocitos humanos.
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1. INTRODUCCION
1.1.GENOTOXICIDAD

1.1.1.Definicién

La Toxicologia Genética estudia los efectos toxicos que ejercen
los agentes quimicos, fisicos y bioldgicos sobre el ADN y los
procesos genéticos de las células y organismos vivos (Klaassen
y Watkins, 2005), siendo su principal objetivo detectar y estudiar
las propiedades y mecanismos de accién de aquellos agentes
que son altamente especificos para los &cidos nucleicos,
especialmente los que actian sobre el acido desoxirribonucleico
(ADN). Esto adquiere gran importancia por la correlacion que
existe entre el dafio al ADN y las enfermedades hereditarias, asi
como también con las afectaciones somaticas de diverso origen
entre ellas el envejecimiento y el cancer (Remigio et al., 2008).

Un compuesto es considerado genotoxico si tiene afinidad para
interaccionar con el ADN e inducir dafio genético a
concentraciones que no son téxicas o que estan asociadas con
un bajo grado de toxicidad (Martinez 2005).

1.1.2.Naturaleza de los mutagenos
1.1.2.1. Mutagenos quimicos

Los mutdgenos quimicos pueden producir alteraciones en las
bases directamente en forma de aductos o indirectamente
intercalando un compuesto entre los pares de bases. Son
muchas las sustancias electréfilas que reaccionan con el ADN
formando productos de adicion covalente (aductos). Dentro de
los mutagenos quimicos directos que no necesitan ser
metabolizados para formar aductos con el ADN tenemos: los
agentes alquilantes directos, multifuncionales, los epdxidos, los
aldehidos y otros mutagenos de accién directa. Entre los
mutagenos quimicos que dafian el ADN indirectamente se
encuentran; los mutagenos oxidativos, la hidrazina, la isoniazida,
entre otros (Klaassen y Watkins, 2005; Paz-y-Mifio et al., 2003).
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1.1.2.2. Mutagenos fisicos

Radiaciones ionizantes. Son capaces de arrancar electrones
de la materia que esta atravesando, debido a su elevada energia.
La accion quimica de las radiaciones ionizantes puede ser directa
o indirecta, segun las ionizaciones que se produzcan en las
mismas moléculas del material que se estudia o que sean los
radicales radioinducidos los que causan transformaciones
posteriores. Las radiaciones ionizantes producen roturas mono o
bicatenarias del ADN y una amplia gama de dafios en las bases.
Estas anormalidades cromosOmicas aparecen en las células
radiadas durante la fase G1, antes de que se duplique el material
genético. Si las células son radiadas en la fase G2, puede haber
aberraciones de las cromatidas. La proporciéon relativa de las
lesiones del ADN depende del tipo de radiacién (Kasper et al.,
2006; Klaassen y Watkins, 2005; Paz-y-Mifio et al., 2003).

Luz ultravioleta. Es una radiacion no ionizante capaz de
producir efectos mutagénicos. La maxima efectividad mutagénica
corresponde a las longitudes de onda de absorcion maxima por
parte de los &cidos nucleicos y las proteinas. Los acidos
nucleicos tienen un maximo de absorcién de 256nm, siendo las
pirimidinas y las purinas las estructuras responsables de esta
absorciébn. En el caso de las proteinas, los aminoacidos
aromaticos son los que presentan la maxima absorcién, la
tirosina a 275nm y el triptéfano a 280nm. La luz ultravioleta
provoca dos lesiones predominantes: los dimeros de pirimidina
ciclobutano y los 6,4-fotoproductos (Klaassen y Watkins, 2005;
Paz-y-Mifio et al., 2003).

1.1.2.3. Mutagenos biolégicos

Los virus y, en menor grado, las bacterias son los agentes
biolégicos relacionados con la aparicion de canceres humanos.
En la especie humana, los virus sélo son responsables de un 5y
10% de la aparicion de los canceres. Entre los virus podemos
sefialar los papilomas (HPV-16 y HPV-18) que contienen
oncogenes (E6, E7) en su genoma, los cuales inactivan las
proteinas codificadas por los genes supresores de tumores (Rb,
p53) de las células que infectan. En otros casos, es probable que
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el mecanismo de accién sea epigenético o, incluso, disminuya la
accion del sistema inmune. Entre estos virus podemos
mencionar el de la hepatitis B, el de Epstein-Barr, los virus
herpes simplex, el herpes virus HHV8, y retrovirus como los de la
leucemia de células T humanas (HTLV-l y II) y el de la
inmunodeficiencia (VIH) (Paz-y-Mifio et al., 2003).

1.1.3.Pruebas para detectar las alteraciones
genéticas

Las pruebas de toxicologia genética tienen dos propédsitos
distintos:

e Reconocer los mutagenos para identificar el peligro.
e Caracterizar la relacion entre la dosis y la respuesta y los
mecanismos mutagenos (Klaassen y Watkins, 2005).

Las pruebas de genotoxicidad son ensayos que evidencian las
alteraciones causadas al material genético, de manera directa o
indirecta, por agentes ambientales, tanto en células somaticas
como germinales. La adecuada determinacion de la actividad
genotoxica exige la disponibilidad de métodos de deteccion
especificos. El primer paso para realizar los estudios de
evaluacién genotodxica es la ejecucion de ensayos in vitro que
permitan evaluar el potencial mutagénico de los compuestos
quimicos en breve tiempo. Estos ensayos de genotoxicidad a
corto plazo resultan de gran utilidad porque permiten detectar
mutaciones génicas, aberraciones cromosomicas, dafio primario
a la estructura del ADN, transformaciones celulares u otras
afectaciones inducidas por compuestos quimicos o fisicos que
abundan en el ambiente (Arencibia y Rosario, 2009).

La evaluacion genotoxica para compuestos de nueva sintesis y
fitofarmacos es de caracter obligatorio a nivel internacional. La
diversidad de efectos deletéreos a los que estd expuesto el
material hereditario es imposible de detectar a través de un Unico
sistema de ensayo (Arencibia y Rosario, 2009). Por lo que esta
debe ser realizada, en primera instancia, mediante ensayos in
vitro, validados internacionalmente, que midan el dafio en los
niveles de: Mutacion génica y/o Mutacibn cromosdmica. En
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dependencia de los resultados in vitro debe continuarse, en
segunda instancia, con ensayos in vivo que respondan a los dos
mismos niveles de dafio genético que se evaluaron in vitro (Piloto
et al., 2009).

El amplio espectro de mutaciones que pueden originarse no seria
abarcado en un ensayo aislado y ofreceria un resultado poco
preciso, por lo que se justifica el empleo del mayor nimero de
ensayos in vitro e in vivo que permitan una correcta extrapolacion
del efecto genotdxico de la sustancia de interés para poder
predecir con certeza un posible efecto carcinogenético del
compuesto en estudio y realizar una correcta extrapolacion de los
hallazgos detectados, al hombre (Arencibia y Rosario, 2009;
GOmez y Zuiiga, 2007).

Los principales ensayos sobre toxicologia genética son:

I.  Pruebas de dafio y reparacion del ADN: deteccidn directa
y pruebas bacterianas para el dafio del ADN, pruebas
para el dafio reparable del ADN en células de mamiferos.

. Pruebas de mutacién de genes en procariotas: pruebas
bacterianas de mutacion inversa y de mutacion
anterégrada.

M. Pruebas en eucariotas no mamiferos: pruebas en hongos
para mutaciones de genes, para aneuploidia y de
recombinacion inducida en hongos, pruebas en plantas y
en Drosophila.

\A Pruebas de mutaciones de genes en mamiferos: pruebas
in vitro para las mutaciones anterdgradas, pruebas in vivo
para las mutaciones de genes en células somaticas y
pruebas transgénicas.

V. Pruebas citogenéticas en mamiferos: aberraciones
cromosOmicas, micronucleos, intercambio de cromatidas
hermanas y aneuploidia en células mitéticas.

VI. Mutagénesis en células germinales: medicién del dafio
del ADN, mutacibn de genes, aberraciones
cromosOmicas, mutaciones letales dominantes y
aneuploidia (Klaassen y Watkins, 2005).
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1.2.ENSAYO DE MICRONUCLEOS CON BLOQUEO DE LA
CITOCINESIS (CBMN)

1.2.1.Introduccioén

El ensayo de micronicleos ha emergido como uno de los
métodos preferidos para establecer el dafio cromosdmico, ya que
es posible medir la pérdida o rompimiento de un cromosoma.
Los micronudcleos (MN) son pequefias formaciones nucleares que
se presentan ademas de los dos nudcleos tipicos que se forman
en la telofase (Roldan y Pérez, 2002), se originan de fragmentos
cromosémicos acéntricos o cromosomas enteros que han
quedado rezagados en la anafase durante la divisién nuclear
(Fenech 2006, 2007; Zalacain et al., 2005). Este proceso puede
producirse de manera errGnea debido a errores durante la
replicacion y posterior division del ADN, a roturas cromosémicas
y al efecto de la radiacion y de sustancias genotoxicas,
produciéndose pérdida cromosémica y haciendo que el reparto
del material genético no sea equitativo (Zalacain et al., 2005).

Los MN que derivan de fragmentos acéntricos se forman por
ruptura directa del ADN, replicacién del ADN dafiado e inhibicion
de la sintesis de ADN, en tanto que, los que se originan de
cromosomas enteros se forman por alteraciones del huso
mitético, cinetocoro, dafio en las subestructuras del cromosoma u
otras partes del huso mitético y alteraciones en la fisiologia
celular (Albertini et al., 2000).

Los agentes clastogénicos inducen la formacion de MN por
roturas de la doble hélice de ADN, por esta razén los fragmentos
acéntricos que se forman son incapaces de adherirse a las fibras
del huso e integrarse al nucleo hijo durante la mitosis. Lo mismo
ocurre con cromosomas enteros que tienen dafiados los
cinetocoros; en donde las cromatidas no pueden ser arrastradas
hacia los polos durante la mitosis quedando fuera del nuevo
nucleo (Serrano y Montero, 2001). La clastogenicidad ha sido
relacionada con procesos de envejecimiento prematuro,
alteraciones vasculares e induccion de diversos tipos de cancer
(Martinez 2005).
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Los agentes aneugénicos impiden la formacion del huso
acromatico durante la mitosis. Estos agentes no sélo generan
MN por dejar fuera a las crométidas del nuevo ndcleo, sino
también, conducen a la formacién de células multinucleadas, en
las que cada nudcleo puede contener un numero diferente de
cromosomas (Serrano y Montero, 2001). Un aumento significativo
de la frecuencia de MN que contengan cromosomas enteros
puede tener consecuencias negativas para la salud humana,
dado que las aneuploidias, ya sean somaticas o germinales, se
han correlacionado con abortos espontaneos, retraso mental y
carcinogénesis entre otras alteraciones. El ensayo de MN es uno
de los pocos ensayos disponibles para analizar alteraciones
citogenéticas tempranas en tejidos epiteliales, antes de que
ocurran los cambios malignos (Martinez 2005).

Heddle (1973) y Schmid (1975) fueron los primeros
investigadores que de manera independiente propusieron el
ensayo de micronucleos (MN), como una prueba alternativa y
simple para determinar el dafio cromos6mico in vivo en
poblaciones celulares en division (Arencibia y Rosario, 2009).

El uso de la citocalasina-B (cyt-B) fue propuesto por Fenech y
Morley (1985) como un método sencillo y efectivo (Martinez
2005; Montero et al., 1997), para frenar el proceso de division
celular cuando la célula s6lo hubiese sufrido una division mitética,
para ello desarrollaron la técnica del bloqueo de la citocinesis
cuyo fundamento es la utilizacibn de un agente quimico
denominado citocalasina-B (Fig. 1.2.1 ) (Zalacain et al., 2005), un
inhibidor de la polimerizacion de la actina, proteina requerida en
la formacion del anillo de microfilamentos necesario para la
particion celular en telofase mitética (Arencibia y Rosario, 2009;
Fenech 2007; Martinez 2005; Zalacain et al., 2005).
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Fig 1.2.1. Obtencion de células binucleadas después de bloquear la
citocinesis con citocalasina-B (Cyt-B) (Fenech 2007)

El ensayo de micronucleos con bloqueo de la citocinesis (CBMN)
en linfocitos humanos de sangre periférica es uno de los
bioensayos mas utilizados en la evaluacibn de dafio
cromosémico inducido por agentes fisicos o quimicos, capaces
de producir efectos clastogénicos y aneugénicos (Di Giorgio et
al., 1996; Di Giorgio et al., 2003; Ergene et al., 2007), por lo que
es una herramienta Util para la evaluacién de compuestos
genotdxicos y monitoreo de exposiciones humanas a
carcindgenos ambientales (Humpage et al., 2000).

El CBMN es un método eficaz para medir roturas cromosémicas,
rearreglo cromosémico, pérdida cromosdmica, no disyuncion,
necrosis, apoptosis y efecto citostético (medido por el grado de
células mono, bi y polinucleadas). Actualmente, este método
también es utilizado para medir puentes nucleoplasmicos (NPBs),
gue se originan de cromosomas dicéntricos los cuales son
arrastrados hacia los polos opuestos de la célula durante la
anafase, y amplificacion de genes (NBUDs), formados durante la
fase S del ciclo celular y morfologia similar a un MN, con la
excepcion de que estan unidos al nicleo por un amplio o delgado
tallo de material nucleoplasmico (Fig. 1.2.2) (Fenech 2006, 2007).
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Figura. 1.2.2. Posibles rutas de las células cultivadas con bloqueo de la
citocinesis expuestas a agentes citotdxicos/genotéxicos (Fuente: Autor).

Los microndcleos pueden corresponder tanto a cromosomas
enteros como a fragmentos acéntricos y pueden ser identificados
usando anticuerpos anti-cinetocoro o empleando la técnica de
hibridacion in situ con fluorescecia (FISH), en la cual se utiliza
una sonda pancentromérica, para determinar su origen. Si el MN
presenta una marca centromérica significa que contiene una
cromosoma completo; en cambio, si el MN no presenta proteinas
del cinetocoro o marca centromérica, significa que contiene un
fragmento acéntrico, debido a una rotura cromosdmica vy, por lo
tanto, puede deberse al efecto de un agente clastogénico (Fig.
1.2.3) (Albertini et al., 2000; Fenech 2007; Martinez 2005). La
evaluacién del mecanismo de origen en MN individuales
mediante la identificacibn del centrébmero y cinetocoro
contribuyen a la alta sensibilidad y especificidad de este método
(Mauteca et al., 2006).
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Chromosome-specific
centromeric probe

Figura. 1.2.3. Pruebas centroméricas para determinar la formacion de
MN y aneuploidia (Fenech 2007)

El ensayo CBMN fue validado a nivel mundial con el HUman
MicronNucleus (HUMN) proyect, realizado en mas de 30
laboratorios alrededor del mundo (Fenech et al., 2003; Fenech
2007), y considerado como un biomarcador efectivo de dafio en
el ADN (Zalacain et al., 2005). El ensayo también provee
informacion valiosa para complementar los resultados de otros
ensayos in vitro de genotoxicidad (Noel et al., 2006).

Recientemente ha sido propuesto que el ensayo de MN sea
usado en lugar del test de recuento de cromosomas para el
ensayo de genotoxicidad de nuevos agentes quimicos. Esta
propuesta esta basada en las ventajas que tiene el ensayo de
MN sobre el recuento de cromosomas. Dentro de ellas se
distinguen las siguientes:

e Los microndcleos en las células en interfase pueden ser
contados mucho mas objetivamente que las aberraciones
cromosOmicas en células en interfase.

¢ No hay un requerimiento riguroso para el entrenamiento
detallado del personal competente para este ensayo;
esto permite mayor rapidez en el conteo de las
preparaciones.

e Mayor poder estadistico al poder contar miles de células
por tratamiento.
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e Como los micronlcleos pueden contener cromosomas
completos, se pueden detectar agentes inductores de
aneuploidia, los cuales son muy dificiles de estudiar en el
ensayo de aberraciones cromosomicas convencionales
(Arencibia y Rosario, 2009)

Es conveniente que el ensayo de microndcleos se aplique a
células que han experimentado solo una division celular después
de la exposicion al agente ya que los MN se pueden perder en
divisiones sucesivas, lo que conduciria a subestimar el dafio
genético inducido. Para facilitar la evaluacion, se utiliza la
citocalasina-B para obtener células binucleadas (con una
division) y detectar también las células mononucleadas y
polinucleadas, las cuales no se incluyen en la evaluacién debido
a que, si no se han dividido y son células dafiadas no han tenido
la oportunidad de expresar el dafio, y si se han dividido més de
una vez, pueden haber perdido material genético sin que lo
podamos detectar. En ambos casos se puede subestimar la
evaluacioén del dafio (Martinez 2005), por lo cual, existen criterios
de seleccion para reconocer tanto en las células en las que se va
a efectuar el recuento de MN, asi como los criterios para
identificar los MN que presenten las caracteristicas necesarias
para ser reconocidos como tales y permitan un recuento fiable y
objetivo (Zalacain et al., 2005).

1.2.2. Criterios paraidentificar células binucleadas

Las células con la citocinesis bloqueda que pueden ser contadas
para la frecuencia de MN presentan las siguientes
caracteristicas:

e Las células deben ser binucleadas.

e Los nlcleos deben tener la membrana nuclear intacta y
estar situados dentro del limite citoplasmico.

e Los ndcleos deben ser aproximadamente iguales en
tamafio y presentar un patron de tincién similar.

e Los nlcleos pueden estar unidos por un fino puente
nucleoplasmico.

e Los dos nucleos en una célula BN pueden tocarse pero lo
ideal seria que no se cubran el uno al otro. Una célula
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con dos nucleos sobrepuestos puede ser contada solo si
las membranas de cada uno de estos son distinguibles.
El limite citoplasmico o la membrana de una célula BN
debe estar intacta y claramente distinguible del limite
citoplasmico de células adyacentes (Fig. 1.2.2.1) (Fenech
et al., 2003; Fenech 2007; Kirsch-Volders et al., 2000).

Figura. 1.2.2.1. Microfografias de células binucleadas de un ensayo de
micronucleos (Fuente: Autor).

1.2.3.Criterios para identificar micronicleos

Los MN son morfolégicamente idénticos al nucleo
principal pero de menor tamafio. Tienen las siguientes
caracteristicas:

e El diametro de MN en linfocitos humanos varia
entre 1/16 y 1/3 del diametro del nucleo principal.

e Los MN no son refringentes.

e Los MN no estan unidos al nacleo principal.

e Los MN pueden tocar pero no cubrir al ndcleo
principal y su membrana se debe ver claramente.

e Los MN tienen similar tincibn que el nicleo
principal, pero en ocasiones puede ser mas
intensa (Fig. 1.2.3.1) (Fenech et al.,, 2003;
Fenech 2007; Kirsch-Volders et al., 2000).

TR,
N

Figura. 1.2.3.1. Microfotografias de micronudcleos en células
binucleadas (Fuente: Autor)
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1.2.4.0btencién del indice de Division Nuclear

El indice de Division Nuclear (IDN) provee una medida del grado
de proliferacion de la fraccion celular viable (Fig. 1.2.4.1). EIl IDN
y la proporcién de células binucleadas son indicadores de la
respuesta mitdgena de los linfocitos y del efecto citostatico de los
agentes utilizados en el ensayo (Fenech 2000, 2007).

Son contadas 200 células viables para determinar la frecuencia
de células con uno, dos, tres 0 mas nulcleos y obtener el IDN
usando la siguiente férmula:

IDN =[CMN + 2(CBN) + 3(CPN)] /N
Donde:

CMN= Células mononucleadas

CBN= Células binucleadas

CPN= Células polinucleadas

N= Numero total de células viables contadas (200).

a) b) c)

Figura. 1.2.4.1. Microfotografias de células de un ensayo de
microndcleos. a) Mononucleadas; b) Binucleadas; c) Polinucleadas
(Fuente: Autor)

Para estudios con linfocitos humanos, utilizando el ensayo de
CBMN, es importante reconocer las variables que pueden afectar
la frecuencia de MN como son la edad, género, exposiciones
ocupacionales (Kirsch-Volders et al., 2000; Zalacain et al., 2005),
habito de fumar, consumo de alcohol, dieta (Di Giorgio et al.,
1996) y susceptibilidad individual (Mauteca et al., 2006)

De estudios previos se sabe que la frecuencia de MN en mujeres
es aproximadamente 1,4 veces mayor a la de los hombres
(Martinez 2005), posiblemente debido a la aneuploidia de
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cromosomas X cominmente observada en mujeres con el
aumento de la edad. (Di Giorgio et al., 1996; Fenech et al., 1994;
Mauteca et al, 2006; Wojda et al., 2007). Ademas, en el caso de
las mujeres, procesos fisiologicos como la menopausia y
osteoporosis se relacionan con un mayor indice de MN (Zalacain
et al., 2005).

Otro factor que ha sido ampliamente estudiado es la edad, ya
gue conforme aumenta la edad se observa un mayor namero de
MN (Martinez 2005; Wojda et al., 2007), lo que esta directamente
relacionado con la disminucién de la capacidad reparadora del
ADN vy la inestabilidad genémica (Wojda et al., 2007).

Diversos estudios han demostrado que la exposicién reiterada a
agentes citostaticos, determinados pesticidas y plaguicidas, y
otros agentes toxicos puede causar efectos adversos tales como
mutaciones, inmunotoxicidad y cancer debido a que pueden
inducir dafios genéticos y alterar los mecanismos de division en
células que se multiplican rapidamente, dando como resultado un
incremento significativo en el nimero de MN. También se ha
observado un ligero aumento de MN en personas fumadoras
frente a no fumadoras y una clara asociacion entre afios de
consumo de tabaco e incremento de la frecuencia de MN
(Mauteca et al., 2006; Zalacain et al., 2005)

Un parametro adicional que puede influir en la frecuencia de MN
en humanos es el polimorfismo en genes responsables de la
activacion metabdlica o detoxificacion de agentes clastdgenos
(Mauteca et al., 2006), por lo tanto, estos le confieren una mayor
0 menor susceptibilidad al organismo, frente a diversas
exposiciones con potencial genotdxico (Martinez 2005).

Tomando en cuenta lo anterior y la gran versatilidad que ofrece el
ensayo CBMN para evaluar el dafio al ADN por diversos agentes,
constituye un buen método para el cernimiento primario de
potenciales farmacos antineoplasicos provenientes de productos
naturales o de sus derivados.
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PRINCIPIOS ACTIVOS DE ORIGEN VEGETAL

1.2.5.Introduccioén

El uso de plantas con posibles propiedades medicinales data de
épocas muy remotas. Actualmente se estima que unas 20 000
especies de plantas son utilizadas como medicamentos a nivel
mundial (Rodriguez et al., 2006), sobre todo en aquellos paises
donde la asequibilidad a servicios de salud y medicinas basicas
es limitada, la medicina natural tiene un rol significativo para
atender sus necesidades primarias de asistencia médica (Ansah
et al., 2004).

La obtencién de nuevos farmacos a partir de la biodiversidad es
uno de los ejercicios cientificos mas importantes, tomando en
consideracion la potencialidad de encontrar nuevas estructuras
que puedan constituirse en cabezas de serie, y debido a la
creciente tendencia de la poblacion a consumir productos
terapéuticos (Brugés y Reguero, 2008). Se han identificado
productos vegetales (incluidos extractos de plantas) capaces de
modificar la actividad de mutagenos y carcinbgenos como:
pigmentos, vitaminas, carotenos, lactonas fendlicas, flavonoides
y taninos. Un ndmero limitado de plantas, particularmente de
relevancia médica, han sido estudiadas por sus posibles
propiedades citotdxica y genotdxicas. Estudios adicionales han
sido necesarios para evaluar las posibles actividades
antimutagénicas, anticlastogénicas y/o anticarcinogénicas de las
plantas y sus derivados (Sdnchez-Lamar et al., 1999).

De tal manera que no solo las plantas contindan siendo fuente
importante en el descubrimiento de nuevos farmacos, sino que
también es posible aislar moléculas susceptibles a ser
transformadas, con el fin de optimizar una determinada actividad
biolégica (Malagén 2007). La busqueda de metabolitos
secundarios de origen vegetal involucra una combinacién de
técnicas boténicas, fitoquimicas, bioldégicas y moleculares; que
juegan un papel importante en el tratamiento del cancer (Parra et
al., 2005), malaria, Alzheimer, HIV y otras enfermedades
(Balunas et al., 2006).
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Entre los agentes anticancerigenos provenientes de plantas
estan los alcaloides de la Vinca, epidodofitoxinas, taxanos y
derivados de la campotecina, los cuales contribuyen en la
guimioterapia del cancer. (Balunas et al., 2006; Kinghorn et al.,
2003).

Sin duda, las plantas han sido utilizadas a través de la historia
para tratar innumerables enfermedades, una préactica que ha
llevado a la sintesis de moléculas provenientes de plantas con
actividades medicinales (Hernandez et al., 2002), las cuales
constituyen una fuente potencial de triterpenos y lactonas
sesquiterpénicas con uso farmacéutico promisorio.

1.2.6.Triterpenos

Los triterpenos constituyen un grupo importante vy
estructuralmente diverso de metabolitos secundarios, son
compuestos de 30 carbonos procedentes del escualeno
(Bruneton 2001; Parra et al., 2005).

Para quimicos, bioquimicos y biélogos son un interesante grupo
de moléculas naturales, no solo por su relativa ubicuidad y facil
extraccion y aislamiento, sino también por sus actividades
bioldgicas y aplicaciones (Rosell6on 2005).

El estudio sistematico de plantas con antecedentes etnomédicos,
ha conducido al aislamiento de diversos triterpenos biodinamicos.
Asi, se conocen triterpenos antioxidantes, antiinflamatorios,
hepatoprotectores, cardioprotectores, antagonistas de los
receptores de estrogeno, antiproliferativos, citotéxicos en lineas
celulares de cancer humano, antiangiogénicos y proapoptoticos
(Parra et al., 2005).

Se han descrito mas de 100 triterpenos con actividad citotoxica.
Algunos de éstos son los del tipo ursano, oleanano, cicloartano,
lupano, asi como las quinonas metilricas. Los compuestos
referidos mas frecuentemente en la literatura pertenecen a los
dos primeros tipos (Parra et al., 2005).

Algunos triterpenos citotoxicos del tipo ursano como el acido
ursélico, corosolico, pomdlico, euscafico y acetil-B-boswélico
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constituyen ejemplos clasicos de ursanos bioactivos. La
actividad biolégica del acido ursélico se atribuye a su accion
sobre diferentes blancos moleculares. Este es un inhibidor de
algunas de las enzimas involucradas en la duplicacion celular,
como son la ligasa | y las polimerasas del ADN. En células de
cancer, el acido ursdlico incrementa la concentracion de calcio
intracelular e induce arresto celular en Go/G1l mediado por
p21waf1, liberacion de citocromo c y finalmente apoptosis mediada
por activacion de la caspasa 3 (Parra et al., 2005).

Los triterpenos de tipo oleanano también poseen actividad
anticancerosa. Se ha demostrado que el acido oleandlico posee
actividad citotoxica sobre diferentes lineas celulares de cancer.
Ademas, este compuesto induce la diferenciacién en lineas
celulares de leucemia murina y humana. El acido oleandlico
inhibe las reacciones de adenilacion y ligacion catalizadas por la
ligasa | del ADN humano. También, se conoce que este
compuesto inhibe la actividad de la polimerasa  del ADN de
rata, estimula la liberacién de éxido nitrico (ON) y TNF-q, a través
de la regulacion de la expresion de la enzima o6xido nitrico
sintetasa y el factor de necrosis tumoral, por el factor nuclear kB
(NF-kB). Se conoce que algunos triterpenos del tipo oleanano
son inhibidores cataliticos de las topoisomerasas humanas; sin
embargo, hasta el momento no se ha descrito la actividad
citotoxica o antiproliferativa de dichos compuestos. Entre esos
compuestos se pueden mencionar al acido acetil-a-boswélico, al
olean-12-en-33,15a-diol y al olean-12-en-33,15a,24-triol.  Asi
mismo, se sabe que los 3-p-cumaratos (cis y trans) del acido
oleandlico son capaces de inhibir la polimerasa del ADN (Parra et
al., 2005)

El interés terapéutico y el empleo industrial de triterpenos los
convierten en un grupo de metabolitos secundarios de gran
importancia:

e Interés de los heterésidos cardiotonicos, a los que ningun
producto sintético ha podido todavia sustituir
completamente.

¢ Interés de las sapogeninas espirostanicas, del sitosterol o
del estigmasterol que son materias primas muy Utiles en
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procesos biotecnolégicos. Siguen siendo indispensable
para cubrir las necesidades de la industria farmacéutica
en medicamentos  esteroidicos  (anticonceptivos,
anabolizantes, antiinflamatorios).

e Interés terapéutico de numerosas drogas con
sapon@sidos utilizadas para la extraccion de moléculas
activas (escina, glicirricina), para la obtencién de formas
galénicas simples o preparados de fitoterapia.

e Importancia econdémica del regaliz, edulcorante poco
calorigeno, muy utilizado en las industrias
agroalimentarias.

e Importancia de los saponédsidos en la medida en que su
presencia puede disminuir de forma importante el valor
nutritivo de forrajes (alfalfa) o conferir a las plantas de
nuestro entorno cotidiano una toxicidad digna de tener en
cuenta.

e Potencialidades terapéuticas en los campos mas
diversos: citostaticos, antivirales, insecticidas,
antiinflamatorios, molusquicidas, analgésicos (Bruneton
2001).

Los triterpenos pueden ser alifaticos, tetraciclicos o pentaciclicos.
Los triterpenos tetraciclicos estan presentes en cucurbitaceas y
poseen gran toxicidad, de ahi sus propiedades necrosantes.
Dentro de los triterpenos pentaciclicos se encuentra el &cido
glicirrético (regaliz), que tiene propiedad antiinflamatoria, y los
derivados de la a-amirina y B-amirina (Lépez 2007).

1.2.6.1. Acetato de B —Amirina

Figura. 1.3.2.1. Estructura del triterpeno, Acetato de B—Amirina;
R = CH;-COO- (Parra et al., 2005)
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La familia Guttiferae (Clusiaceae) se encuentra ampliamente
distribuida en las regiones tropicales y subtropicales de América
Central y Sudamérica (Moura et al., 2008). Las plantas de esta
familia se caracterizan por presentar latex en sus tejidos,
caracteristica que le da nombre a esta familia. Esta formada por
alrededor de 1200 especies agrupadas en 45 géneros, dentro de
los cuales el género Clusia es uno de los principales con
alrededor de 250 especies (Mangas et al., 2008; Moura et al.,
2008) comprendiendo &rboles, arbustos y epifitas, siendo la
mayoria dioicas (Vlasakova et al., 2008).

Estudios fitoquimicos de plantas de este género revelan la
presencia, fundamentalmente, de benzofenonas preniladas,
aungue también se hace referencia a otros metabolitos dentro de
los cuales se encuentran los flavonoides, terpenos y esteroles.
Las especies de este género muestran una gran versatilidad en
cuanto a actividades biolégicas, lo que hace de ellas una fuente
interesante de compuestos activos que pueden ser usados con
diversos fines (Mangas et al., 2008).

En el género Clusia se han identificado triterpenoides como a y 3
amirina, friedelina, aplotaxeno, acido oleandlico, a y B friedelinol y
el (17a, 20R)-dammara-12,24-dien-33-ol (Mangas et al., 2008).

En las especies de este género se han encontrado actividades
farmacolégicas tales como: actividad antimicrobiana de amplio
espectro frente a una gran diversidad de bacterias, actividad
quimiopreventiva del cancer, antioxidante, antinflamatoria,
antihepatotdxica, accion inhibitoria del Virus de Inmunodeficiencia
Humana (VIH) (Gomes da Camara 2002; Huerta-Reyes et al.,
2004; Mangas et al., 2008) y actividad citotdxica en células de
neuroblastoma (Diaz-Carballo et al., 2008).

Estudios realizados en base a la amirina y sus ésteres muestran
otras actividades farmacoldgicas a las ya mencionadas como:
actividad anticonceptiva de la amirina aislada de Ipomoea pes-
caprae (Krogh et al., 1999), antiartritica (éster de palmitato dea -
amirina) (Kweifio-Okai et al., 1994; Kweifio-Okai et al., 1995) y
citostatica (Gomez et al., 1997; Gomez et al., 2001).
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Los triterpenos a-amirina y B-amirina, asi como sus ésteres, han
sido descritos en varios estudios como poseedores de
actividad antiinflamatoria (Aragao 2004). Algunos estudios
espectroscopicos sefialan que la presencia de la Amirina como
ndcleo base o algunos de sus derivados y otros esteroides, les
confieren las propiedades de agentes antiinflamatorios (De la
Rosa et al., 1990).

En la region Sur del Ecuador, la familia Clusiaceae esta
distribuida a una altitud de 1800 a 2800 m (Uday y Bussmann,
2004). Clusia latipes (especie de la que se obtuvo la B-amirina, y
posteriormente, su derivado la Acetato de B-amirina, -Fig.
1.3.2.1-) es utilizada en la medicina tradicional para tratar
verrugas, una patologia relacionada con el cancer de piel (Tene
et al., 2007), por lo cual es importante realizar estudios que nos
permitan conocer las actividades bioldgicas de sus extractos y
metabolitos secundarios para poder ser considerados como
posibles agentes terapéuticos.

1.2.7.Lactonas sesquiterpénicas

Los sesquiterpenos representan una gran distribucién en la
naturaleza y constituyen la clase mas abundante de terpenoides.
Dentro de los sesquiterpenos se destacan las lactonas
sesquiterpénicas, las cuales poseen un amplio espectro de
actividades bioldgicas (Oliveira 2005).

Las lactonas sesquiterpénicas son compuestos de 15 atomos de
carbono con un anillo lacténico (Dupuy et al., 2008; Lechuga
1995), constituyen un grupo estructural y numéricamente
importante de metabolitos con alrededor de 3 500 estructuras
conocidas (Blanco et al., 1997; Polo et al., 2007).

Los cuatro grupos principales son: germacrandlidos,
eudesmandlidos, guayandlidos y pseudoguayandlidos. Se
admite que los principales esqueletos derivan, via los
germacranolidos (Bruneton 2001; Picman 1978).

El interés de las lactonas sesquiterpénicas se basa en su
reactividad: el encadenamiento a-metilén-ylactona y los
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frecuentes epoxidos son lugares reactivos para los nucledfilos
biolégicos, principalmente grupos tiol y aminicos de los lugares
activos de diversas enzimas (glucégeno sintetasa, ADN
polimerasa, timidilato sintetasa) que serdn alquilados
irreversiblemente, de ahi la amplia gama de actividades
biolégicas (Bruneton 2001).

Se han encontrado lactonas sesquiterpénicas en Hongos,
Briofitas (Bruneton 2001), en familias como: Acanthaceae,
Anacardiaceae, Apiaceae, Euphorbiaceae, Lauraceae,
Magnoliaceae, Menispermaceae, Rutaceae, Winteraceae Yy
Hepatidae y, muy mayoritariamente en las Asteraceae (Blanco et
al., 1997). En estas (ltimas, las lactonas se localizan
frecuentemente en pelos secretores situados a nivel de las hojas,
tallos y bracteas de la inflorescencia. A menudo se encuentran
en los aquenios, son raras en los organos subterrdneos
(Bruneton 2001).

Dentro de las estrategias para combatir al cancer, se ha
explorado la accion de compuestos de origen vegetal como
agentes  terapéuticos donde sobresalen las lactonas
sesquiterpénicas, las cuales han mostrado actividad citotdxica en
un amplio espectro de lineas celulares (Cancino et al., 2007).

Entre las actividades biolégicas reportadas de las lactonas
sesquiterpénicas se incluyen: actividad antimumoral (Lee et al.,
1977; Robles et al., 1995), antimigrafia (Beekman et al., 1997),
citoprotectora contra Ulcera géstrica (Giordano et al., 1992;
Penissi et al, 1998) entre las que se encuentran
dehidroleucodina y ludartina (Giordano et al., 1990). Numerosas
lactonas son antibacterianas, sobre todo frente a bacterias Gram
positivas: caso de las lactonas de helenio o la cnicina del cardo
santo, Cnicus benedictus L. (Asteraceae). Algunas moléculas de
la serie también son antifungicas (Bruneton 2001). Asimismo, se
ha demostrado que las lactonas sesquiterpénicas son inhibidoras
de la contractibilidad del muasculo liso (Hay et al., 1994), de
citocinas proinflamatorias (Hwang et al., 1996), actividad de la
aromatasa (Blanco et al., 1997) y de la activacién nuclear del
Factor-kappa B (NF-kappa B) (Hehner et al., 1998; Lyss et al.,
1998).
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Otros efectos reportados para las lactonas sesquiterpénicas son
como analgésico, antipirético y antiinflamatorio (Moran, et al.,
1989), por otro lado, existen evidencias acerca de un efecto
espermatotéxico en ratones (Qureshi et al.,, 1990) y efecto
antimalarico. Entre los compuestos antimalaricos aislados de
plantas se encuentra artemisinina, descubierta y caracterizada a
partir de Artemisia annua (Asteraceae) (Rodriguez et al., 2006).
De Artemisia douglasiana Besser (Matico) se ha aislado y
purificado a la dehidroleucodina (DhL) (Giordano et al., 1990),
lactona sesquiterpénica que ocupa un lugar importante en la
actualidad.

1.2.7.1. Dehidroleucodina (DhL)

Figura. 1.3.3.1. Estructura de la lactona sesquiterpénica, dehidroleucodina
(DhL) (Polo et al., 2007)

Dentro de la familia Asteraceae, la cual es una de las familias
mas grandes de las angiospermas, se ha encontrado una gran
diversidad quimica. La mayoria de sus miembros acumulan
terpenos, mono-, sesqui-, di- y triterpenos. Entre los
sesquiterpenos, las lactonas sesquiterpénicas son muy comunes
en este grupo de plantas (Lechuga et al., 1995). Las plantas que
pertenecen a esta familia son tradicionalmente usadas como
desinfectantes, para tratar el espanto, presion baja, problemas
visuales, alergia, colicos, heridas, dolor de estémago, dolores
hepaticos, problemas de rifién, infecciones, fiebres a
consecuencia de la malaria y fiebre amarilla (Tene et al., 2007).
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La especie a estudiar, Gynoxys verrucosa, Wedd, pertenece a la
familia Asteraceae, conocida como guangalo o congona, es un
arbusto usado en las provincias de Loja y Zamora-Chinchipe para
el tratamiento y curacion de heridas (Tene et al., 2007). También
se le atribuyen propiedades curativas para la presién sanguinea
baja, depresion psicoldgica, problemas visuales, respiratorios y
como sedante para célicos (Astudillo 2006).

De los metabolitos secundarios de Gynoxis verrucosa se han
aislado lactonas sesquiterpénicas como: dehidroleucodina, la
cual presenta actividad antiinflamatoria, citotoxica (Malagon
2007) y antimicrobiana para Staphylococcus sp. (Ordéfiez et al.,
2009). La dehidroleucodina (DhL), del grupo de los guallandlidos,
estd formada por un anillo alfametilenbutiro-gamma lactona
conectado a un anillo de siete miembros que esta fusionado a un
anillo alfa betainsaturado ciclopentenona (Fig. 1.3.3.1) (Giordano
et al., 1990).

Se ha demostrado que el extracto de A. douglasiana y DhL tienen
actividad antioxidante, por lo que previene la formacion de
lesiones gastricas inducidas por varios agentes necrosantes
(Maria et al., 2000), asi como un efecto antiinflamatorio (Guardia
et al., 2003). También, la DhL ha demostrado tener actividad
inhibitoria del complejo aromatasa (P450) (Blanco et al., 1997),
antiproliferativa en células vasculares del musculo liso (VSMCs)
(Cruzado et al., 2005; Polo et al., 2007) e inhibitoria del
crecimiento de Trypanosoma cruzi (Brengio et al., 2000).

Otras lactonas, como la squamocina, han sido probadas en
lineas celulares de cancer de ovario, cervical, de vejiga y de piel
(Shyng-Shiou et al, 2006). También se ha determinado la
actividad antiproliferativa e inductora de apoptosis de la lactona
sckhuriolida, aislada de las partes aéreas de la planta Schukuria
schkurioides, en cultivos in vitro de la linea celular proveniente de
cancer cérvico-uterino Caski (Cancino et al., 2007).

Los metabolitos secundarios que provienen de las plantas juegan
un rol importante como coadyuvantes en la mejora de
enfermedades como el cancer. Se estima que la mayoria de
farmacos antineoplasicos provienen de productos naturales o de
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sus derivados (Kinghorn et al., 2003); sin embargo para que sea
admitido su empleo como farmaco, es necesaria la evaluacion
genotoxica de éstas (Sanchez-Lamar et al., 1998).

Considerando el interés cientifico y comercial de buscar nuevos
agentes anticancerigenos y todo lo mencionado hasta aqui, se ha
propuesto evaluar la actividad genotéxica de las moléculas
Acetato de B-Amirina y Dehidroleucodina (DhL) mediante el
ensayo de micronucleos con blogueo de la citocinesis (CBMN) en
linfocitos humanos.
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2. MATERIALES Y METODOS
2.1.Control positivo

Se utilizé mitomicina C como control positivo, se conoce que esta
después de la reduccion intracelular enziméatica o quimica
espontanea de la quinona y pérdida del grupo metoxi, se
convierte en un farmaco alquilante bifuncional o trifuncional. En
algunos sistemas experimentales, la reduccion ocurre de
preferencia en células hipoxicas. El farmaco inhibe la sintesis de
ADN vy el enlace cruzado de este Ultimo en las posiciones N® de
la adenina 'y o° y N’ de la guanina. Ademaés, la mitomicina causa
roturas de cadenas Unicas de DNA y cromos6micas (Brunton et
al., 2007). La mitomicina C es un agente antineoplésico de
amplia actividad, puede utilizarse para la instilacion intravesical
en el tratamiento curativo de los carcinomas vesicales de células
de transicién y, asociado a radioterapia, para el tratamiento
curativo del carcinoma anal (Kasper et al.,, 2006). La dosis de
mitomicina C para la realizacion de los experimentos fue de 1
MM.

2.2.Control negativo

Se empled Dimetilsulféxido (DMSO) al 0.5%, partiendo de una
concentracion inicial del 100%.

2.3.0btencién de las moléculas Acetato de B-amirina y
DhL

La molécula Acetato de B-amirina fue extraida y donada por la
Dra. Natalia Bailén del Centro de Biologia Celular y Molecular de
la UTPL. La molécula Dehidroleucodina (DhL) fue extraida y
donada por el Ph.D. Omar Malagon del Instituto de Quimica
Aplicada de la UTPL.

2.4.Modelo biolégico

Dependiendo de las caracteristicas de cada estudio se pueden
usar diferentes tipos celulares para aplicar el ensayo de MN. A
partir del tejido sanguineo se pueden realizar dos tipos de
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cultivos diferentes. Por un lado, pueden utilizarse linfocitos
aislados que representan un sistema de evaluacion muy sensible
para el andlisis del potencial genotoxico, con la desventaja de
gue se necesitan mayores voliumenes de muestra. Por otra
parte, los cultivos de sangre completa tienen la ventaja de que, al
conservar componentes del plasma, reflejan mas fielmente la
situacién in vivo. Esto se debe a que los eritrocitos y demas
componentes del plasma tienen un papel muy importante en la
activacion metabdlica de los promutagenos y también en la
degradacion de potenciales agentes genotéxicos (Martinez
2005).

Para la realizacion del ensayo de micronucleos se trabajé con
sangre de tres donantes de edad comprendida entre 20 y 25
afios, clinicamente sanos, no fumadores y que no se
encontraban recibiendo tratamiento farmacolégico alguno. El
ensayo se realizd con un total de siete repeticiones y cada una
de estas por duplicado.

Los linfocitos humanos de sangre periférica fueron cultivados en
medio RPMI-1640 (SIGMA R-4130), suplementado con L-
Glutamina (Sigma) 1%, Antibiético Antimicético (Sigma) 1%,
Aminoacidos no esenciales 1% y Fitohemaglutinina 1mg/ml
(PHA) (Gibco). El medio se esterilizd usando filtro de celulosa
(0,22 um) y jeringuilla de 10 ml.

2.5.Viabilidad celular

Para determinar el porcentaje de células vivas en los
experimentos con las moléculas Acetato de p-amirina y
Dehidroleucodina (DhL) se procedio a realizar la técnica de doble
tincion con una solucién de Diacetato de Fluoresceina-Bromuro
de Etidio (FDA-BrEt) (Jones y Senft, 1985). La viabilidad celular
se realizo paralelamente a la cosecha de los cultivos.

e En tubos eppendorf de 1.5 ml se colocé 100 pL del

cultivo celular resuspendido del tubo de fondo redondo
(ver cosecha).
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e Se centrifugd a 3000 rpm durante 5 minutos, a
continuacion se elimind el sobrenadante y se colocé los
tubos en hielo.

e Se adicioné 20 uL de la solucbn de tincion de FDA -BrEt
de trabajo (600 uL de PBS, 25 uL de BrEty 3.75 L de
FDA, preparada 30 minutos antes) y se resuspendi6 el
pellet.

e Se tomd 20 L de la suspensin y se deposit 6 en un
portaobjetos limpio; posteriormente se coloc6 un
cubreobjetos y se evalu6 en el microscopio de
fluorescencia Axioskop 2 plus con el objetivo de 40x.
Para obtener el porcentaje de viabilidad se determiné la
frecuencia de células vivas (verdes) y muertas (rojas) en
200 células.

2.6.Evaluacién del efecto citostatico de las moléculas
Acetato de B-amirina y DhL en linfocitos humanos.

Para la determinacion del posible efecto citostatico de las
moléculas Acetato de B-amirina y DhL se empled la técnica de
microndcleos con bloqueo de la citocinesis (CBMN), se utilizé
linfocitos humanos de sangre periférica siguiendo el proceso que
a continuacion se detalla:

2.6.1.Siembra

e Se extrajo sangre por venopuncion en tubos
heparinizados.

e En tubos coénicos de 15 ml, se adicion6é 6.3 ml de medio
RPMI-1640 suplementado, 0.2 ml de fitohemaglutinina
(PHA) y 0.5 ml de sangre entera heparinizada.

e Los cultivos se incubaron a 37°C durante 48 horas, con
una concentracion atmosférica de 5% de CO,.

e Transcurrido el tiempo de incubacién, se agreg6 12.6 L
de Citocalasina-B (4.5ug/ml) a los cultivos y se realiz6 el
tratamiento con las moléculas Acetato de B-amirina y
DhL de acuerdo al esquema del Cuadro 2.6.1.a y Cuadro
2.6.1.b.
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e Luego, se procedidé a incubar durante 24 horas mas a
37°C con una concentracion atmosférica de 5% de CO..

Cuadro 2.6.1.a. Esquema de tratamiento de los linfocitos
con Acetato de B-amirina

TRATAMIENTO

Vehiculo Concentraciones *MMC Citocalasina
de prueba B

Control - e 1uM 4.5ug/ml
positivo (35uL) (12.6 pL)
Concentr. DMSO 50 uM (175 pL) - 4.5ug/ml
50 uM (12. L)
Concentr. DMSO 35uM (122.5 L) - 4.5ug/ml
35 uM (12.6 pL)
Concentr. DMSO 20uM (70 L) - 4.5ug/ml
20 uM (12.6 pL)
Control 0.5%(35uL) - e 4.5ug/ml
negativo (12.6 pL)

*MMC= mitomicina

Cuadro 2.6.1.b. Esquema de tratamiento de los linfocitos
con Dehidroleucodina (DhL)

TRATAMIENTO

Vehiculo Concentraciones *MMC Citocalasina
de prueba B

Control - e 1uM 4.5ug/ml
positivo (35pL) (12.6 pL)
Concentr. DMSO 25uM (175 L) - 4.5ug/ml
25uM (12.6 pL)
Concentr. DMSO 15uM (105 pL) - 4.5ug/ml
15 uM (12.6 pL)
Concentr. DMSO 5uM@35puL) - 4.5ug/ml
5uM (12.6 pL)
Control 0.5%(35puL) - e 4.5ug/ml
negativo (12.6 pL)

*MMC= mitomicina
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2.6.2.Cosecha

Después del tiempo de incubacion, se procedié a
resuspender los cultivos suavemente con micropipeta de
Imly se traspaso el contenido del tubo cénico (en el que
se realizd la siembra) a un tubo de fondo redondo (no
esteril).

Se agreg6 1 ml de fijador de Carnoy frio (Metanol-Acido
acético 3:1) lentamente por las paredes del tubo, luego
se resuspendié las células volteando suavemente los
tubos 3 6 4 veces.

Se centrifugd a 1200 rpm durante 10 minutos, a
continuacion se elimind el sobrenadante, dejando 2ml
aproximadamente en el tubo.

Se agreg6 1 ml de fijador de Carnoy frio y se resuspendié
las células suavemente utilizando micropipeta de 1 ml,
luego se le afiadié 5 ml de fijador frio y se resuspendio
las células nuevamente.

Se centrifugé a 1200 rpm durante 10 minutos, se elimin6
el sobrenadante, dejando 2ml aproximadamente en el
tubo, se agregé 5 ml de fijador y se procedi6 a
centrifugar. Repetir esto cinco a seis veces mas.

Cuando ya se observd un boton de color ligeramente
café y apariencia esponjosa se eliminé el sobrenadante y
se dejo el boton de células en 0.5 ml de fijador para
hacer las placas.

Con una pipeta Pasteur se colocé la muestra en una
placa, la cual previamente fue puesta en alcohol y luego
en agua desionizada estéril (fria). Las placas se dejaron
secar al ambiente durante 24 horas antes de la tincion.

2.6.3.Tincién

Se sumergieron las placas durante 20 segundos en
colorante eosina (Hemacolor) y después otros 20
segundos en colorante azul de metileno (Hemacolor).

Se retir6 el exceso de colorante con agua y se dejaron
secar al aire.
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e Para establecer el efecto citostatico mediante el indice de
Division Nuclear (IDN) se analizaron 200 células/placa
utilizando el microscopio 6ptico (objetivo de 100x), en
donde se contaron células mono, bi y polinucleadas.

IDN = [CMN + 2(CBN) + 3(CPN)] / N

2.7.Evaluacién del efecto genotoxico de las moléculas
Acetato de B-amirina y DhL en linfocitos humanos

e La evaluacién del efecto genotoxico de las moléculas
Acetato de [B-amirina y DhL se efectudé al microscopio
empleando las mismas preparaciones en donde se
evalué el efecto citostético. Se analiz6 la frecuencia de
células binucleadas con micronicleos en un total de
1000 células binucleadas/placa.
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2.8.DIAGRAMA DEL ENSAYO

MUESTRA
Sangre completa
heparinizada

SIEMBRA
37°Ci5% C02

TRATAMIENTO
48 horas fras [a siembra

!
% COSECHACELULAR Y FIJACIONCELULAR

12 horas tras la siembra Metanal-Acido acefico
31

TINCION
Eosina y Azul de
metileno

EVALUACION
Microscopio dptico

4 ,
EFECTO EFECTO
cirosTATico |l GENOTOXICO

IDN Micronticleas

2.9.Andlisis estadistico

Los datos obtenidos fueron analizados mediante ANOVA vy la
prueba de Dunnett para analizar la diferencia significativa entre el
grupo control y los grupos tratados usando el software GraphPad
Prisma® 5.0. Valores de p<0.05 fueron considerados
significativos.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

Se estima que en la actualidad el 80% de la poblacién mundial
depende de la medicina natural para el cuidado de sus
problemas de salud, siendo las plantas y extractos la base
fundamental para el descubrimiento y el desarrollo de agentes
farmacéuticos. Ademas, la mayoria de los farmacos
antineoplésicos provienen de productos naturales o de sus
derivados, motivo por el cual estan siendo constantemente
examinados en un esfuerzo por aislar y caracterizar principios
activos que supongan puntos de partida para estudios biolégicos
y médicos (Kinghorn et al., 2003; Rosellén 2005).

La evaluacién genotéxica de extractos de plantas medicinales y
sus metabolitos es realizada mediante ensayos in vitro, validados
internacionalmente, midiendo el dafio en los niveles de: Mutacion
génica y/o Mutacion cromosémica (Piloto et al., 2009).

Uno de estos ensayos para la evaluacion genotoxica es el de
Micronucleos con bloqueo de la citocinesis, el cual ha emergido
como uno de los métodos preferidos para revelar el dafio
cromosOmico ya que es posible medir roturas, rearreglo y pérdida
cromosOmica, no disyuncion, necrosis, apoptosis y efecto
citostatico (Fenech 2006, 2007; Roldan y Pérez, 2002). Los
microndcleos (MN) son pequefias formaciones nucleares que se
presentan ademas de los dos nucleos tipicos que se forman en la
telofase (Roldan y Pérez, 2002), se originan de fragmentos
cromosGmicos acéntricos o cromosomas enteros que han
quedado rezagados en la anafase durante la divisién nuclear
(Fenech 2006, 2007; Zalacain et al., 2005). Este proceso puede
ser inducido por agentes fisicos o quimicos (Di Giorgio et al.,
2003), capaces de producir efectos clastogénicos y aneugénicos
(Di Giorgio et al., 1996; Ergene et al., 2007), motivo por el cual
este ensayo se convierte en una herramienta (til para la
evaluaciobn de compuestos genotoxicos y monitoreo de
poblaciones expuestas a carcinégenos ambientales (Humpage et
al., 2000).

Mediante el CBMN es posible determinar el indice de Division
Nuclear (IDN), el cual provee una medida del grado de
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proliferacion de la fraccion celular viable. El IDN y la proporcién
de células binucleadas son indicadores de la respuesta mitdgena
de los linfocitos y del efecto citostatico (medido por el grado de
células mono, bi y polinucleadas) de los agentes utilizados en el
ensayo (Fenech 2000, 2007).

Por lo que se evalu6 el efecto de Acetato de B-Amirina y
Dehidroleucodina en la cinética de proliferacién celular (CPC) y
en el calculo del indice de division nuclear (IDN), como
parametros de citostaticidad. El modelo biol6gico empleado fue
linfocitos humanos en proliferacion cuya citocinesis ha sido
inhibida con citocalasina B.

Para determinar el posible efecto citostatico de un compuesto de
prueba es importante que las células estén vivas, por lo que se
determind el efecto de Acetato de B-Amirina y Dehidroleucodina
en la viabilidad de linfocitos en proliferacion.

En la Gréfica 3.1., se observa el efecto dosis dependiente de
Acetato de B-Amirina en la viabilidad celular a las
concentraciones de 20, 35y 50 uM al incrementar la dosis.

VIABILIDAD Acetato B-Amirina
100~

% % -

80+ T T - ix2

60+

40+

% Viabilidad

20+

DMSO 20 35 50  MMC1uM
Concentracion (M)

Gréfica 3.1. Porcentaje de Viabilidad de los linfocitos tratados con Acetato de 3-Amirina a
tres diferentes concentraciones. Los resultados se muestran como la media + EE de siete
experimentos independientes que se realizaron por duplicado. ***P<0,0001; **P<0,0032
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Por otro lado, la viabilidad de los linfocitos humanos disminuyo
con respecto al control negativo (DMSO) cuando se trataron a las
concentraciones de 5, 15 y 25 yM con Dehidroleucodina (Grafica
3.2). En ninguna de las concentraciones de ambas moléculas la
viabilidad es menor al 70%, lo que nos demuestra que las dosis
empleadas en el ensayo fueron subtdxicas.

VIABILIDAD DhL

100+
T Kk t.id
804 xI ik
I
®
- 60+
E
)
> 404
2
204
= T T T
DMSO 5 15 25 MMC 1M

Concentracion (uM)
Gréfica 3.2. Efecto de la Dehidroleucodina en la viabilidad de los linfocitos tratados a tres
diferentes concentraciones. Los resultados se muestran como la media + EE de siete
experimentos independientes que se realizaron por duplicado. ***P<0,0001

Los efectos sobre la proliferacion celular se evaluaron por conteo
de la proporcion de linfocitos mono (MO), bi (Bl) y polinucleados
(PO). Asi, se observo que Acetato de B-Amirina incrementé la
proporcion de linfocitos mononucleados y disminuy6é la
proporciéon de linfocitos bi y polinucleados (Gréafica 3.3). Estos
efectos fueron dependientes de la concentracion vy
significativamente diferentes al grupo control (DMSO).
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CPC Acetato de B-amirina
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Gréfica 3.3. Efecto de la molécula Acetatofde -Amirina en la proliferacién celular.
Porcentaje de linfocitos Mono, Bi y Poli. La MMC se emple6 como control positivo y DMSO
como control negativo. Los resultados se muestran como la media + EE de siete
experimentos independientes que se realizaron por duplicado. Usamos T. de DUNETT.
**P<0,0001

La molécula Dehidroleucodina también incrementd la proporcion
de linfocitos mononucleados y disminuy6é la proporcion de
linfocitos bi y polinucleados. Estos efectos fueron dependientes
de la concentracién y significativamente diferentes al grupo
control (DMSO) (Gréfica 3.4).
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Concentracion (uM)
Gréfica 3.4. Efecto de la molécula Dehidroleucodina (DhL) en la proliferacion celular.
Porcentaje de células Mono, Bi y Poli. La MMC se empleé como control positivo y DMSO
(0.5%) como control negativo. Los resultados se muestran como la media + EE de siete
experimentos independientes que se realizaron por duplicado. Usamos T. de DUNETT.
***P<0,0001.
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Una vez que se obtuvo las proporciones de linfocitos mono, bi y
polinucleados como resultado del tratamiento con Acetato de B-
Amirina y Dehidroleucodina, se calculd el indice de division
nuclear (IDN). Como se puede observar en la Gréfica 3.5.
Acetato de B-Amirina presenté efecto citostatico de manera dosis
dependiente, siendo estadisticamente significativo con respecto
al control negativo (DMSO). En estudios realizados por Gémez
et al., (1997, 2001) se ha demostrado el efecto citostatico que
tiene acetato de B-Amirina en las células Hep-2 y a-amirina en
las células Hep-2 y McCoy.

Se ha evaluado la actividad citotoxica de los productos de
Acetato de B-amirina, como el metabolito (33)-olean-12-ene-3,23-
diol el cual mostré actividad citotdxica moderada en las lineas
celulares HO-8910, HepG2 y SHG. Asimismo, erythrodiol mostrd
actividad citotoxica moderada para las lineas celulares HO-8910,
SMMC 7721, T24 y SHG (Yang et al., 2008).

IDN Acetato de B-Amirina

2.0-
*kk
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Concentracion (pM)
Gréfica 3.5. indice de division nuclear calculado para los linfocitos tratados con Acetato de
B-Amirina. La mitomicina C (MMC) se emple6 como control positivo. Cada barra representa
la media + EE de siete experimentos independientes por duplicado. ***P<0.0001.
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Por su parte, Dehidroleucodina presentd efecto citostatico
significativo en el modelo de prueba siendo este dosis
dependiente (Grafica 3.6). En estudios previos DhL (Cruzado et
al., 2005) y su derivado 11,13-dihidro-dehidroleucodina (2H-DhL)
han demostrado tener un efecto antiproliferativo en células
vasculares del musculo liso (VSMCs) (Polo et al., 2007).
Ademas, DhL es capaz de inhibir el crecimiento in vitro de
Trypanosoma cruzi (Brengio et al., 2000).

DhL y 11,13-dihidro-dehidroleucodina (2H-DhL) reducen la
progresion del ciclo celular, debido a un arresto en G2 por
inhibicion de proteinas que participan directamente en la
transiciéon de G2 a M, como el factor complejo promotor de la
mitosis.  DhL puede interferir con la sintesis de ciclinas
necesarias para la formacion del complejo o inhibiendo la
actividad fosforilante del factor promotor de la mitosis (Cruzado et
al., 2005; Polo et al., 2007).

Se sugiere que la inhibicibn de la actividad mitética de los
linfocitos tiene lugar antes de empezar la mitosis. Por lo tanto,
parece ser que los disturbios de la divisién celular resultan de
alteraciones en la sintesis de ADN y ARN o de otros procesos
metabdlicos que involucran la sintesis de &cidos nucleicos
(Picman 1986).

Debido a que el bloqueo de la citocinesis no afecté la cariocinesis
fue posible determinar el indice de proliferacién conocido como
indice de Division Nuclear (IDN). Este parametro ha sido
propuesto como un indicador de proliferacion celular y como una
herramienta para el estudio de la actividad citostatica de un
compuesto de prueba (Fenech 2000, 2007).
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Gréfica 3.6. Indice de division nuclear calculado para los linfocitos tratados con
Dehidroleucodina. La mitomicina C (MMC) se empleé como control positivo. Cada barra
representa la media + EE de siete experimentos independientes por duplicado. ***P<0.0001.

Por otro lado, se evalu6 el efecto genotéxico de Acetato de B-
Amirina y Dehidroleucodina determinado en funcion de la
frecuencia de micronucleos. Para ello, se empleé el modelo de
linfocitos en proliferacion cuya citocinesis se inhibié con la
citocalasina B, bajo los lineamientos propuestos por Fenech
(2007).

Como se puede ver en la Grafica 3.7, Acetato de B-Amirina
indujo un incremento estadisticamente significativo en la
frecuencia de micronucleos de los linfocitos binucleados. Esto
nos indica que la molécula de prueba es capaz de provocar dafio
al ADN como resultado de eventos clastogénicos o aneugénicos.

En un estudio realizado por Celi (2009), se observd que Acetato
de B-Amirina es capaz de producir dafio al ADN de manera dosis
dependiente a las concentraciones de 25, 35 y 45uM, medido
mediante el ensayo cometa, otro test de genotoxicidad
ampliamente utilizado por su sensibilidad para detectar dafio
genotoxico.
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En el género Clusia se han identificado triterpenoides como a y 8
amirina, friedelina, aplotaxeno, acido oleandlico, a y B friedelinol y
el (17a, 20R)-dammara-12,24-dien-33-ol (Mangas et al., 2008).
También mediante el ensayo cometa se ha demostrado que el
extracto de Clusia alata causa un incremento del dafio en el ADN
en leucocitos de sangre periférica, asi como un aumento
significativo en el nimero de aberraciones cromosdémicas en
células de médula 6sea de raton (Moura et al., 2008).
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Gréfica 3.7. Efecto genotoxico en los linfocitos humanos expuestos a diferentes
concentraciones de Acetato de B-Amirina. Se empled como control positivo la mitomicina C
(MMC 1uM). Cada barra representa la media + EE de siete experimentos independientes por
duplicado. ***P<0.0001.

Las especies de este género producen un latex rico en
benzofenonas polipreniladas, aunque también se hace referencia
a otros metabolitos dentro de los cuales se encuentran los
flavonoides, terpenos y esteroles, encontrandose un amplio
rango de actividades biolégicas y farmacoldgicas, como por
ejemplo: actividad antiinflamatoria, antioxidante, antimicrobiana,
guimiopreventiva del cancer, anti-HIV (Aragao 2004; Gomes Da
Camara et al., 2002; Huerta-Reyes et al., 2004; Mangas et al.,
2008; Moura et al., 2008) y actividad citotéxica (Diaz-Carballo et
al., 2008; Yang et al., 2008). Otros estudios en base a la amirina
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y sus ésteres muestran otras actividades farmacolégicas como:
actividad anticonceptiva (Krogh et al., 1999), antiartritica
(Kweifio-Okai et al., 1994; Kweifio-Okai et al., 1995) y citostatica
(Gomez et al., 1997; Gémez et al., 2001).

Poco se conoce acerca de los mecanismos de accién por los que
los triterpenos ejercen sus efectos. La mayoria de los estudios
farmacolégicos se limitan a informar el parametro de potencia
(Clso, concentracion que inhibe el 50% de la proliferacion celular)
y a la comparacion de este parametro con aquellos previamente
informados (Parra et al., 2005).

Diversas investigaciones han demostrado que el &cido
oleandlico, un triterpeno de tipo oleano (Acetato d& -Amirina),
posee actividad citotdéxica sobre diferentes lineas celulares de
cancer. Ademas, este compuesto induce la diferenciacion en
lineas celulares de leucemia murina y humana. El &cido
oleandlico inhibe las reacciones de adenilacion y ligacion
catalizadas por la ligasa | del ADN humano. También, se conoce
que inhibe la actividad de la polimerasa B del ADN de rata y que
estimula la liberacién de 6xido nitrico (ON) y TNF-a, a trawes de
la regulacion de la expresion de la enzima 6xido nitrico sintetasa
y el factor de necrosis tumoral, por el factor nuclear kB (NF-kB).
Se conoce que algunos triterpenos del tipo oleanano son
inhibidores cataliticos de las topoisomerasas humanas; sin
embargo, hasta el momento no se ha descrito la actividad
citotdxica o antiproliferativa de dichos compuestos. Entre esos
compuestos se pueden mencionar al acido acetil-a-boswélico, al
olean-12-en-3B3,15a-diol y al olean-12-en-3(,15a,24-triol.
Asimismo, se sabe que los 3-p-cumaratos (cis y trans) del acido
oleandlico son capaces de inhibir la polimerasa del ADN (Parra et
al., 2005), de ahi la posibilidad de que haya un incremento de
micronucleos en células binucleadas en este estudio.

En cuanto a la actividad genotoxica de la molécula

Dehidroleucodina (Grafica 3.8) vemos que existe un incremento
significativo de MN en CBN conforme aumenta la concentracion.
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Gréfica 3.8. Frecuencia de Microndcleos en linfocitos humanos tratados con
Dehidroleucodina a diferentes concentraciones. Se empleé como control positivo a la
mitomicina C (MMC 1uM). Cada barra representa la media + EE de siete experimentos
independientes por duplicado. **P<0.0001.

En estudios previos con el extracto metandlico de Gynoxis
verrucosa se observd un incremento significativo de MN en
linfocitos humanos a la concentraciéon de [dg/ml (Toledo 2007),
efectos similares se obtuvo en la linea celular D-384 a las
concentraciones de 10, 20 y 25ug/ml siendo en todas
estadisticamente significativo el incremento de MN en células
binucleadas (Herrera 2009).

De los metabolitos secundarios de Gynoxis verrucosa se han
aislado lactonas sesquiterpénicas como: dehidroleucodinag,l
10a-epoxy-2a-hidroxikauniolida, asi como compuestos derivados
del acido bisabolanico (Malagén 2007).

El extracto de A. douglasiana y DhL han demostrado tener
actividad antioxidante (Maria et al., 2000; Correa et al., 2001),
antiinflamatoria (Guardia et al.,, 2003), actividad inhibitoria del
complejo aromatasa (P450) (Blanco et al., 1997) y citostatica
(Cruzado et al., 2005; Polo et al., 2007).
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Se ha reportado que las lactonas sequiterpénicas interaccionan
con el ADN (Lee et al, 1977), y que el dafio irreversible
producido por la DhL puede ser debido a una inhibicion de la
replicacion del ADN (Brengio et al., 2000).

Un amplio rango de actividades biolégicas han sido descritas
para estos compuestos (Picman 1986) como: actividad
antimumoral (Lee et al., 1977; Robles et al., 1995), antimigrafia
(Beekman et al., 1997), citoprotectora contra Ulcera gastrica
(Giordano et al., 1992; Penissi et al., 1998), analgésica,
antipirética, antiinflamatoria (Moran, et al., 1989), antimalarica
(Rodriguez et al., 2006), antibacteriana y antifingica (Bruneton
2001). Asimismo, se ha demostrado que las lactonas
sesquiterpénicas son inhibidoras de la contractibilidad del
musculo liso (Hay et al., 1994), de citocinas proinflamatorias
(Hwang et al., 1996), de la actividad de la aromatasa (Blanco et
al., 1997) y de la activacion nuclear del Factor-kappa B (NF-
kappa B) (Hehner et al., 1998; Lyss et al., 1998).

Estas actividades son mediadas principalmente por la funcién a-
metilén-ylactona, que es un poderoso agente alquilante con la
capacidad de unirse a grupos nucleofilicos como los sulfidrilo de
la cisteina. Sin embargo, la actividad alquilante no es especifica,
conduciendo a la inhibicion de enzimas y factores clave
involucrados en los procesos hioldgicos (Polo et al., 2007).

También se ha determinado la actividad antiproliferativa e
inductora de apoptosis de la lactona sckhuriolida en cultivos in
vitro de la linea celular Caski (Cancino et al., 2007). Las lactonas
sesquiterpénicas inhiben el crecimiento tumoral por una
alquilacion selectiva de macromoléculas biolégicas reguladoras
del crecimiento, tales como enzimas clave que controlan la
division celular (Picman 1986).

Otras lactonas son capaces de afectar la formaciéon del huso
mitético e incluso inducir amitosis. Se ha observado que
partenina es capaz de dafiar los cromosomas de linfocitos
humanos, principalmente por causar roturas cromatidicas e
isocromatidicas, ademas de inducir la formacion de
micronucleos en eritrocitos de ratén Swiss (Picman 1986).
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Los resultados obtenidos en el presente estudio corroboran lo
expuesto anteriormente sobre las actividades de los triterpenos y
las lactonas sesquiterpénicas, por lo que el incremento de la
frecuencia de MN se puede deber al efecto de la actividad
genotoxica de Acetato de B-Amirina y Dehidroleucodina, 1o que
seria importante determinar el origen clastogénico o aneugénico
de los MN en linfocitos humanos.

Para concluir, es importante destacar a las plantas como punto
de partida para la extraccion y aislamiento de moléculas que
pueden constituirse en nuevos agentes antineoplasicos, los
cuales aportarian en gran medida con el tratamiento de una de
las enfermedades que constituye la primera causa de muerte a
nivel mundial, como es el cancer. Lo que nos lleva a continuar
investigando la actividad de sus metabolitos secundarios vy
aportar con resultados relevantes a la farmacologia, mediante
técnicas validadas a nivel internacional, como es el ensayo de
microndcleos con bloqueo de la citocinesis (CBMN), que nos
permite establecer la capacidad antiproliferativa y genotéxica de
una sustancia de prueba, ademas de ser una técnica practica y
accesible. Todo esto nos permitira apoyar el uso tradicional de
las plantas como fuente de actividades medicinales o a moderar
su empleo para evitar efectos adversos que puedan repercutir en
la salud de las personas en un futuro.
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CONCLUSIONES

Las concentraciones probadas de Acetato de 3-Amirina y
Dehidroleucodina no afectan la viabilidad de los linfocitos
humanos, ya que se obtuvo una supervivencia mayor al
70%.

La molécula Acetato de B-Amirina a las concentraciones
de 20, 35 y 50uM presenta un efecto atitost en
linfocitos humanos evaluados mediante el indice de
division nuclear.

Dehidroleucodina a las concentraciones probadas de 5,
15 y 25uM presenta un efecto cita#tico en linfocitos
humanos evaluados mediante el indice de division
nuclear.

La molécula Acetato de B-Amirina induce dafio
genotoxico, medido en funcibn de la frecuencia de
micronulcleos con bloqueo de la citocinesis en linfocitos
binucleados a las concentraciones de 20, 35 y 50uM.

Dehidroleucodina a las concentraciones probadas de 5,
15y 25uM es capaz de producir un efecto genotdxico en
linfocitos humanos, medido en funcion de la frecuencia
de microndcleos en células binucleadas.
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