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RESUMEN

Annona montana M. conocida también como chirimoya de
campo, pertenece a la familia Annonaceae. Se encuentra
ubicada en las areas tropicales de América y es nativa de los
valles andinos del Ecuador, localizdndola principalmente en el
Canton Catamayo de la Provincia de Loja. En la medicina
tradicional se la utiliza para aliviar los sintomas la influenza e
insomnio y en ciertos casos para el tratamiento de piojos a partir
de la infusion de las hojas y frutos de la planta.

Es por ello que el objetivo del presente trabajo fue determinar el
efecto genotdxico producido por los extractos hexanico, acetato
de etilo y metabdlico del fruto de Annona montana M. en
linfocitos humanos mediante el ensayo cometa.

Las dosis empleadas fueron de 5, 15, 25 pg/ml de los extractos y
0,1 uM del control positivo (EMS), sobre los linfocitos, con un
periodo de exposicién de 3 horas.

Los resultados del estudio muestran que existe un efecto
genotoxico dosis dependiente de los diferentes extractos del fruto
de A. montana M; ya que a medida que la concentracion
aumenta se observO mayor migracion en el ADN; causando
mayor dafio el extracto hexanico y metandlico.

Palabras Claves: Ensayo cometa, extractos hexanico, acetato
de etilo y metandlico de Annona montana M, genotoxicidad.
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ABSTRACT

Annona montana M. also known as chirimoya mountain, it
belongs to the Annonaceae family, it is found in tropical areas of
America and it also is native to the Andean valleys of Ecuador.
This plant is located mainly in the Catamayo canton of Loja’s
province. In traditional medicine the infusion of the leaves and its
fruits are used in order to relieve the flu, insomnia and lastly in
some cases for treatment of remove lice.

The aim of this project was the determination of the genotoxic
effect produced by the: hexane, ethyl acetate and methanol
extract of Annona montana M. fruits in human lymphocytes by
means of the comet assay.

The doses used were 5, 15, 25 ug/ml of the extract and 0.1 uM of
the positive control (EMS), the treatment given to the cells was 3
hours.

The results showed a dose-dependent response of the extracts of
A. Montana M. The higher the dose of the extracts, the longer the
tail of the comet, causing further damage hexane and methanol
extract

Key words: Comet assay, extracts of ethyl acetate, hexane and
methanol from Annona Montana M, genotoxic.
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OBJETIVOS

General:

% Evaluar el efecto genotéxico que puede
ocasionar los extractos hexanico, acetato
de etilo y metandlico del fruto de Annona
montana M. en linfocitos humanos.

Especificos:

% Determinar el efecto genotdoxico de los
extractos hexanico, acetato de etilo y
metanolico del fruto de Annona montana
M. en funcién a la migracién del ADN de
linfocitos humanos.

« Establecer la viabilidad del extracto
expuesto en los linfocitos humanos para
establecer las dosis subtéxicas a las que
se probara la genotoxicidad.

« Correlacionar la actividad genotoxica de

los extractos y su interaccion con el ADN.
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1.

INTRODUCCION

1.1. GENOTOXICIDAD

La genotoxicidad es el resultado nocivo de la interaccion
de agentes quimicos o fisicos con el ADN, y se manifiesta
como alteraciones genéticas y/o cambios en el nUmero o
estructura de los cromosomas, que pueden incorporarse
en generaciones celulares subsecuentes induciendo las
mutaciones (Cuenca, et al., 2004).

La alteracién del material genético de una célula puede
adoptar tres formas:

* El cambio en la composicion quimica del ADN se
considera una mutacion  porgue incluye la
transformacion en la constitucion de algunas bases
guimicas que componen los genes.

+ Alteracion del ajuste fisico del ADN: se considera un
hecho clastogénico (inductor de rupturas
cromosOmicas).

* La adicion o supresion de cromosomas: durante la
formacién de una célula da como resultado un namero
anormal de cromosomas, fenédmeno conocido como
aneuploidia (Zuluaga, et al., 2009).

La determinaciébn genotoxica ya sea en agua, aire,
alimentos, contaminantes y compuestos naturales con
fines terapéuticos, resultan una herramienta util para la
identificacién de riesgos a la salud humana y poder
desarrollar medidas de prevencién y control ya que las
mutaciones que alteran la expresion génica se consideran
como un rasgo comun de todos los tipos de céancer,
aunque muchas de ellas pueden ser ventajosas 0 neutras
gue no ocasiona manifestaciones patolégicas (Hernandez,
et al., 2005).




Las alteraciones gendmicas asociadas con el céancer
pueden implicar cambios a pequefia escala, como la
sustitucion de un solo nucle6tido, 0 a gran escala, como
reordenaciones cromosémicas, ganancia o pérdida de
cromosomas o incluso la interaccion de genomas virales
en el ADN (Hernadndez, et al., 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 genotdxica exige la disponibilidad de
métodos de deteccidn especificos (Arencibia, et al., 2003),
hoy en dia se recurre a la realizacion de una bateria de
test tanto in vitro como in vivo, ya que parece claro que
ningln Unico ensayo es capaz de detectar todos los
posibles agentes cancerigenos como se observa en la
figura N° 1. Entre estos ensayos tenemos: aberraciones
cromosOmicas, intercambio de crométidas hermanas,
ensayo de microndcleos y el ensayo cometa (Laffon, et al.,
2004).

Cada uno de estos ensayos por si solo constituye un
método de tamizaje valioso para clasificar una sustancia
como genotdxica o no, a la vez, la utilizacion simultanea de
ellos permite profundizar en el conocimiento de posibles
mecanismos de accidon mutagénica (Sanchez, 1999).




BATERIA DE ENSAYOS GENOTOXICOS

1.Dano directamente al ADN.
Segmentol. Dafioenla =
estructura primaria del ADN.

-
1.Mutaciones puntuales en .
células procariotas -
Segmentoll. Dafioa los .

genes -

2. Estudioin vitro para B
detectar efectos .
cromosomales en células de .

3 —
mamiferos. Segmentolll. .
Dafioalos cromosomas.

-
« Ensayo cometain vivo enratones
+ Ensayo cometain vitro (distintas variantes)
+ SOS chromotest(E. coli PQ 37)

Ensayo de Ames (S. typhimurium)
Ensayo de Echerichia coliuvr
S0S chromotest (E. coli PQ 37)

Ensayo de Micronticleos

Ensayo enlalinea celular CHO

Ensayo en linfocitos de sangre periférica
humana

3. Estudioin vivopara
detectar efectos

| <l + Aberraciones Cromosomicas en
cromosomales en células medula 6sea.
hematopoyéticasy otras de +  Aberraciones Cromosomicas  en
roec_lores. Segmento IV. espermatogonias.

Dafioa os cromosomas. + Micronticleos en eritrocitos de medula

osea
4. Otras alteraciones.
SegmentoVDafoa la + Morfologia de la cabeza del
célula espermatozoides en ratony rata.

Figura N° 1 Bateria de Ensayos Genotodxicos Fuente: Arencibia, et
al., 2003

1.2. Carcinégenos

Cada tipo de cancer posee caracteristicas que reflejan su
origen; la mayoria deriva de una célula anormal (origen
monoclonal); las células que conducen al cancer pueden
mostrar, en su mayoria, alteraciones en las secuencias del
acido desoxirribonucleico (ADN) que contienen una
aberracion heredable; también pueden existir cambios
epigenéticos que no afectan directamente el ADN pero si
al patrén de expresion de un gen. En general, el cancer no




es causado por un solo evento, sino, es el resultado de
varios cambios independientes ocurridos en una célula con
efectos acumulativos (Diaz, et al., 1998).

Existe una clara relacibn entre carcinogénesis Yy
mutagénesis inducidas por 3 clases de agentes, como se
demuestra en la figura N° 2:

CLASIFICACION DE LOS CARCINOGENOS

. @\ . AGENTES:
——

Quimicos: tabaco, dieta
Fisicos: radiaciones

Bioldgicos: virus

Figura N° 2 Clasificacion de los carcinégenos

1.2.1 Carcinégenos quimicos: causan cambios locales en
la secuencia del ADN en forma de aductos. Son
muchas las sustancias electrofilicas que reaccionan con
el ADN formando productos de adiciéon covalente (Diaz,
et al., 1998).

1.2.2 Carcinégenos Fisicos: Las radiaciones ionizantes, la
radiacion ultravioleta y traumatismos e inflamaciones
cronicas son capaces de causar cancer. El mecanismo




de la carcinogénesis inducida por las radiaciones
ionizantes incluye el dafio al ADN y su posible
reparacién. La accion quimica de las radiaciones
ionizantes puede ser directa o indirecta, segin 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, provocando
translocaciones y rupturas de cromosomas (Diaz, et al.,
1998).

1.2.3 Carcindgenos Bioldgicos: el 5y 10% de la aparicion
de los virus producen canceres en los seres humanos,
estos introducen su ADN viral en el ADN de las células
huéspedes. Entre los virus que se destacan por
producir cancer tenemos: Hepatitis B, el de Epstein-
Barr, los virus herpes simplex, el herpes virus HHVS, y
retrovirus como los de la leucemia de células T
humanas (HTLV-I y II), el Papiloma Humano (VPH) y el
de la inmunodeficiencia (VIH) (Diaz, et al., 1998; Paz-
y-Mifio, et al., 2003).

Algunos carcindégenos, fundamentalmente quimicos,
actian directamente en las células o funcionan
indirectamente después de haber sido transformados en
metabolitos mas reactivos, por ejemplo, en las reacciones
electrofilicas sus metabolitos se unen covalentemente a
proteinas celulares y al ADN, los compuestos son capaces
de interactuar directamente con estas
macromoléculas. Entre los carcin6genos humanos mas
conocidos s6lo unos pocos productos quimicos pertenecen
a la clase de "carcinégenos directos". Por ejemplo, el 6xido
de etileno, bis (clorometil) éter y algunos derivados de la
aziridina o de nitrégeno de la mostaza utilizados en la
quimioterapia contra el cancer (Luch, 2005).




1.3.

Por otra parte, las reacciones nucleofilicas o compuestos
guimicamente inertes, como las aminas aromaticas y
heterociclicos, colorantes aminoazobenceno,
hidrocarburos arométicos policiclicos, N-nitrosaminas,
olefinas halogenadas, y otros representan la gran mayoria
de los carcin6genos humanos. Como estas sustancias no
reaccionan directamente con los constituyentes celulares,
estos requieren la conversiébn enzimatica en su forma
definitiva cancerigena, a lo que se denomina pro-
carcinogenos (Luch, 2005., Diaz, et al., 1998).

Relacion entre Carcinogénesis y Genotoxicidad

Existe una correlacion entre  genotoxicidad vy
carcinogenicidad la cual se encuentra bien especificada
por diversos datos indirectos. Cuya relacion proporciona la
base para la aplicacion de los biomarcadores de
genotoxicidad al control biolégico como indicadores del
peligro de cancer.

Por ello los agentes genotéxicos se clasifican en
mutagénicos, cancerigenos y teratogénicos.

Algunos de estos carcindgenos inducen mutaciones,
amplificaciones genéticas, reorganizaciones cromosémicas
y aneuploidias (Lauwerys, 2000).

Se debe considerar que no todos los agentes que
contribuyen al desarrollo de cénceres humanos son
genotoxicos. Un posible mecanismo de accion para estos
carcinégenos no genotdxicos consiste en su capacidad de
interferir con los mecanismos de reparacion del ADN o de
incrementar la respuesta mutagénica a otros agentes,




1.4.

motivo por el cual se les suele designar con el término de
comutagenos (Diaz, et al., 1998).

La carcinogénesis implica mutaciones puntuales y las
reorganizaciones cromosOmicas activan los
protooncogenes o inactivan genes supresores de tumores
(Lauwerys, 2000).

El cancer se asocia con los sindromes de inestabilidad y
muchos de los cancerigenos generan intermedios
electréfilos que se enlazan en forma covalente con el ADN
en los puntos diana de los tumores. Los aductos del ADN
inducen errores de codificacién y pueden favorecer a las
mutaciones (Swenberg, et al., 2008).

BIOMARCADORES

Un biomarcador es un evento o estado biolégico, una sefial
guimica, celular, molecular, inmunoldgica, genética o
fisiologica, que puede medir el dafio del ADN en un
organismo, célula o material biolégico.

Los marcadores biolégicos o biomarcadores nos indican:
exposicién a sustancias téxicas (en planos molecular o
celular), efectos adversos en la salud o susceptibilidad a
distintos agentes, ya que estos biomarcadores representan
cambios en el organismo, o en la célula, y pueden ser
cuantificados en diferentes sistemas bioldgicos (Pando, et
al., 2009).

Se considera que un marcador de efecto biol6gico
representa un evento que puede correlacionarse con el
dafio a la salud y tiene posibilidad predictiva (Martinez, et
al., 2005). Los biomarcadores se pueden dividir en tres:

1.4.1. Biomarcadores de exposicién: indican que el

agente ha entrado en el organismo, proporcionando
informacion cuantitativa sobre la exposicion y




corroborando el ingreso de substancias téxicas en el
organismo, estos también detectan la presencia de
agentes mutagénicos y carcin0genos o sus metabolitos
en diversos tejidos o secreciones corporales (Martinez
2005).

1.4.2. Biomarcadores de sensibilidad individual:
estos se utilizan para identificar aquellos individuos
dentro de una poblacién, que por sus caracteristicas
genéticas, son mas susceptibles a los dafios causados
por diversos agentes ambientales (Martinez 2005).

1.4.3. Biomarcadores de efecto: estos nos indican el
estado avanzado del proceso de dafio producido,
cuando el organismo ya lo ha procesado, pudiendo ser
cambios permanentes en la célula, 6rgano u organismo.
De ahi la importancia de detectar en sus etapas
iniciales la accion sobre el material genético mediante:
Aberraciones Cromosémicas (AC), el Intercambio de
Croméatidas Hermanas (ICH), Micronicleos, Mutaciones
Génicas a nivel del locus HPRT, sintesis de ADN no
programada y electroforesis de una sola célula (ensayo
del cometa), entre otros (Carballo, et al., 2005, Rojas, et
al., 2000).

1.5 ENSAYO COMETA

El Ensayo Cometa o electroforesis en gel de células
individuales (fotografia N° 1.), es un método sensible,
rapido y relativamente de bajo costo para cuantificar el
dafio en el ADN, este ensayo puede ser aplicado a
cualquier célula eucariota y permite el analisis del dafio
genético a nivel de células individuales (Nadin, et al., 1999,
Prieto et al., 1999).




Fotografia N°1. Demostracion del Cometa. a.) Cometa dafio
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basal. b.) Cometa con dafio genotdxico.

Tipos de Ensayo Cometa

Para la utilizacion del ensayo cometa ha sido muy
importante realizar algunas modificaciones las cuales
nos permiten ver los efectos in vitro y explorar
mecanismos de accidbn de agentes potencialmente
genotdxico o genoprotectores; dentro de las variantes
del ensayo cometa tenemos:

e Ensayo Cometa neutro: este método permite
detectar rupturas de doble cadena del ADN
(Wong, et al., 2005).

e Ensayo Cometa alcalino (pH>13): permite
detectar roturas de doble y simple cadena, sitios
alcali-labiles, entrecruzamientos entre ADN/ADN
o ADN/proteina asociados con sitios de
reparacién por escision incompleta en células
(Tice, et al., 2000; Cossio, et al., 2004).




1.5.2

153

Factores que influyen en el ensayo cometa.
La variacién intra e interindividual de las muestras
de sangre obtenidas de donantes pueden ser
algunos factores que causan el dafio a nivel del ADN
en individuos sin tratamiento los cuales se describen
a continuacion:

Edad

La contaminacion del aire

Dieta

Género

Cigarrillo

Enfermedades infecciosas
Ejercicio

Rayos solares (Moller, et al., 2000).

Ventajas del ensayo
Las ventajas del ensayo cometa son: (Tice, et al.,
2000.; Wong, et al., 2005.; Oshida, et al., 2008):

Demostrada sensibilidad para detectar bajos
niveles de dafio al ADN.

Velocidad, simplicidad y bajo costo.

Requiere de un pequefio numero de células.
Flexibilidad, en desarrollar diferentes
combinaciones y condiciones de
electroforesis y de eleccion de enzimas
especificas.

Aplicable a cualquier poblacién de células
eucariotas.
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1.5.4 Aplicaciones del ensayo

e ElI Ensayo Cometa se ha empleado para
evaluar la genotoxicidad de innumerables
agentes fisicos, quimicos y bioldgicos tales
como rayos U.V, rayos X, H,O,, acrilamida
entre otros (Urrego, et al., 2005., Nadin, et al.,
2001).

e Esta técnica se la aplica para la deteccion de
la hipoxia en los tumores de pacientes con
cancer de mama avanzado; para la
radioterapia en las enfermedades de Hodgkin
y no Hodgkin, linfomas, carcinomas de células
escamosas 0 adenocarcinoma (Anderson, et
al., 1998). Ademas se lo utliza en el
biomonitoreo humano para observar la
exposicion a factores ambientales o agentes
genotoxicos (Dusinska, et al., 2008), como
también para el analisis de sensibilidad a
radiaciones, puede aplicarse en diferentes
circunstancias, lo que lo hace elegible para
estudios de campo. En la figura N° 3
demuestra el uso del ensayo cometa en las
etapas de biomonitorizacion (Guerci, et al.,
2006; Prieto, et al., 1999).

11



Efecto final

Exposicion Exposicion Su_sce_p_ﬁbilidad Efectos_

Externa Interna individual intermedios

Monitorizacion | | Bjodisponibiidad Variacion Mutaciones
ambiental Metabolismo Fenotipicalgenotipica | | Aberaciones
Excrecion Fase 11l metabolismo Cromosomicas

Estatus antioxidante Reparacion DNA Apoptosis

Funcion inmune
Enzimas antioxidantes

Enfermedades
Muerte

Incremento en la relevancia de la estimacion de riesgo

Mediciones del ensayo de cometa:

Contaminacion
ambiental
(ecogenotoxi-
cologia)

Roturas del DNA
Dafio de bases

Capacidad de
reparacion del DNA
(variaciones
fenotipicas)
Reparacion de
roturas

Resistencia a la oxidacion produccion producida por H202

El dafio oxidativo en
¢l DNAes
biomarcador de
estrés oxidativo
(biomarcador
predictivo de
enfermedades
asociadas al estrés
oxidativo)

Niveles altos de
dafio en el DNA
estan asociado
con &l progreso
de varias
enfermedades
(como causa o
efecto)

Figura N° 3. Usos del ensayo cometa en diferentes estados de
biomonitorizacién. Fuente Zifiga, 2009

e Actualmente el ensayo cometa cumple un
papel muy importante en los estudios sobre
los mecanismos de accibn de nuevos
farmacos a partir de plantas medicinales, asi
como el andlisis de las interacciones entre los
agentes antineoplasicos que actdan a nivel

del ADN (Zufiga, 2009).
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1.6 FLORA, UNA FUENTE DE COMPUESTOS BIOACTIVOS

Los seres humanos han dependido de la naturaleza para
satisfacer sus necesidades basicas para la produccién de
alimentos, refugios, ropa, medios de transporte, los
fertilizantes, los sabores, fragancias y los medicamentos
(Gurib, 2006). La medicina ha estado vinculada al uso de
compuestos provenientes de plantas, animales o
microorganismos en las Ultimas décadas (Sanchez, et al.,
2004).

Las plantas han formado la base de sofisticados sistemas
de medicina tradicional que existen desde hace miles de
afios y siguen prestando a la humanidad con nuevos
recursos (Gurib, 2006), los avances en los métodos de
aislamiento 'y purificaciéon, asi como los andlisis
espectrométricos, han permitido la caracterizacion de los
principios activos para su uso farmacéutico, ya sea como
productos naturales o como moléculas derivadas de ellos
(Bruges, et al., 2007).

En la composicion de las plantas podemos encontrar
metabolitos secundarios que pueden servir como agentes
anticancerigenos, los cuales han sido categorizados de
acuerdo al uso clinico en cuatro clases de componentes:
Alcaloides de la vinca, epipodofilotoxinas, taxanos y
camptotecinas (Cragg, et al., 2005). A partir de esto radica
la importancia del estudio de plantas medicinales para
encontrar nuevos anticancerigenos de uso humano.

1.6.1 Annona montana Macfad

Dentro de la flora Ecuatoriana encontramos a la
familia Annonaceae que comprende cerca de 2500
especies agrupadas en 130 géneros, son importantes
fuentes de frutos comestibles, aceite de fragancia. En
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los ultimos 15 afios han sido muy investigadas debido
al descubrimiento de las acetogeninas de las
Annonaceae (Mootoo, et al., 2000).

Annona montana M. (fotografia N° 2) conocida
también como chirimoya de campo, pertenece a esta
familia, constituidos por arboles, arbustos y lianas. Se
la encuentra principalmente en las areas tropicales de
América, Africa y Sureste de Asia (Liaw, et al., 2004),
siendo nativa de los valles andinos de Ecuador a una
altitud de 1500 a 2000 m s.n.m. (Cautin, et al., 2005).

Fuente: Juan Carlos Romero
Fotografia N° 2. Annona montana M.

1.6.1.1 Descripcion: Annona montana M. es un arbol de
10 a 15 metros con ramificaciones bajas muy
parecidas a la guandbana. Tiene grandes hojas
verdes coridceas, estas son mas resistentes al frio
(> 0°) que la guanabana, toleran una variedad de
tipos de suelo y crece bien en condiciones secas.
Los arboles producen sus frutos después de dos o
tres afios (Cautin, et al., 2005). Los frutos son
globosos de forma acorazonada, miden de 8 a 12
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cm de largo, con la pulpa blanco de sabor dulce y
las semillas negras (Fotografia N°3).

Fuente: Juan Carlos Romero
Fotografia N°3. Frutos de Annona montana M.

En la medicina popular de Bolivia y Trinidad se la utiliza
la para aliviar los sintomas de la influenza y el insomnio y
en ciertos casos para el tratamiento para piojos, a partir
de la infusién de las hojas y frutos de la planta (Mootoo,
et al., 2000).

La importancia de la familia Annonaceae es que se
caracteriza por presentar metabolitos secundarios
denominados acetogeninas que demuestran un amplio
rango de actividad biolégica como: antiparasitaria,
insecticida, antimicrobiana, antifingica y antitumoral.
Todas estas caracteristicas han dado un impulso
primordial a las investigaciones bioquimicas y
farmacoldgicas de estas moléculas (Liaw, et al., 2004;
Alvarez, et al., 2008). Este tipo de metabolitos
secundarios son considerados como uno de los
compuestos mas potentes antitumorales en los Ultimos
afios (Liaw, et al., 2005).

15



Las acetogeninas son producto de un tipo especial de
derivados de acidos grasos de cadena larga (Wang, et
al., 2000), su actividad esta relacionada con la
capacidad inhibitoria del transporte de electrones a nivel
del complejo mitocondrial | (NADH ubiquinona oxido-
reductasa) (Zafra, et al., 1996). Estructuralmente, la
mayoria de las acetogeninas poseen una cadena alifatica
de 35 6 37 &tomos de carbono con uno, dos o tres anillos
tetrahidrofuranicos (THF) adyacentes o no, asi como
sustituyentes oxigenados (hidroxilos, cetonas y epoxidos)
localizados a lo largo de ésta (Andrade, et al., 1990). En
uno de sus extremos presentan un anillo lactonico metil
sustituido, a, B insaturado, en ocasiones saturado o
ubicado como cetolactona. También se han descrito
compuestos con dobles enlaces en la cadena alifatica,
compuestos con anillos epoxi o tetrahidropirano (THP)
asi como lineales (Bermejo, et al., 2005).

1, Venezoina
Lineal

£
u
o

o

u S Diepoximontina
Bis-epoxi

[

P ) o Annonacina
o o - . Mono-THF
i o o
»
1 Esquamaocina
) . 18 o
z o o Bis-THF adyacente
o
) 5 o Bullatacina
o o 0
M 5 Bis-THF adyacente
o MW
o —=  Montacina

) == Mo adyacente THF-THP

Figura N°4. Ejemplos de tipos estructurales de acetogeninas de
Anonéceas. Fuente: Schlie, et al., 2009
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2.

METODOS

2.1 Modelo Bioldgico

Como muestra biolégica se utilizo linfocitos humanos. Las
muestras de sangre heparinizadas fueron obtenidas
mediante via intravenosa, los donantes se encontraban en
un rango de edad comprendida entre 20 — 25 afios, los
cuales estuvieron en condiciones saludables y sin ningldn

tratamiento farmacolégico previo o durante las semanas de

muestreo.

2.2 Compuestos de prueba

2.2.1 Extractos del fruto de A. montana M.

Annona montana M. fue recolectado en Guayquichuma,
ubicado en el Canton Catamayo de la Provincia de Loja
en Agosto del 2007.

Los extractos de acetato de etilo, metandlico y hexanico
de Annona montana M. fueron donados por el Ing. Juan
Carlos Romero del Instituto de Quimica Aplicada de la
Universidad Técnica Particular de Loja.

2.2.2 Control Positivo EMS: para este control se utilizé el

etil metanosulfunato (EMS) que es un poderoso agente
alquilante monofuncional, el mismo que tiene afinidad al
ADN (Burns, et al 1986). Utilizamos una concentracion
de 0,1 uM

2.3 Viabilidad Celular por captacion de FDA-Br. Et.:

Para establecer el porcentaje de células vivas en los
ensayos, se realizd la técnica de doble tincién con una
solucién de Diacetato de Fluorescein (FDA) — Bromuro
de Etidio.
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Para ello se realizé la siembra en tubos eppendorf con
908.6 puL de medio RPMI (Gibco) suplementado con
antibidtico y antimicético (Gibco) (Penicilina G sodio 100
Ul/mL, Estreptomicina sulfato 100 ug/mL y anfotericina B
0,25 pg/mL), L- glutamina 2 mM (Gibco) y aminoacidos
no esenciales al 1% (Gibco); 71,4 uL de sangre
heparinizada. Se procedié a incubar a una temperatura
de 37 °C con 5% de CO, en atmosfera himeda, durante
3 horas, incluyendo el tratamiento correspondiente (Tabla
N°1).

Tabla N°1. Disefo de tratamientos

Sustancias Concentraciones

Control

. Sangre + medio -
negativo

Extracto hexénico,
acetato de etiloy
metandlico + sangre
+ medio

Tratamiento 5, 15, 25 pg/mL

Control

Positivo EMS 0.1 uM

Luego del tiempo de incubacion se procedio a centrifugar
durante 2 min a 10000 rpm, desechando el sobrenadante
y se resuspendid el pellet con 1 mL de RPMI.
Seguidamente se centrifugé durante 2 min a 10000 rpm.
Eliminando el sobrenadante y se procedi6 a resuspender
el pellet. Paralelamente preparamos en un tubo
eppendorf la solucion de trabajo, para lo cual se
colocaron 600 uL de PBS, 25 pL de Br. Et (Sigma) 0,2
mg/mL y 3.75 uL de Fluorescein Diacetato (Sigma) 5
mg/ml se mezclo y se mantuvo en hielo.
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Posteriormente se mezclaron 20 uL del pellet con 20 uL
de la solucién de trabajo, de esta mezcla se tomé 20 ul y
se colocd en un portaobjetos por duplicado, en seguida
se observé al microscopio de fluorescencia (Zeiss) con el
objetivo de 40 X, evaluando 200 células entre vivas
(verdes) y muertas (rojas) por placa y por duplicado.
(Figura N°5).

Figura N° 5: Imagen del ensayo de viabilidad. Células verdes
(vivas) y rojas (muertas).

2.4 Ensayo Cometa Alcalino

Previamente las laminillas fueron preparadas con 150 uL
de agarosa de punto de fusion normal (NMP) al 1 % vy
seguidamente se esparcid uniformemente en un
portaobjetos, se dejo secar durante 12 horas minimo.

Con la suspension del pellet obtenido anteriormente
agregamos 150 ulL de agarosa LMP (bajo punto de
fusion) al 1 %, de toda esta mezcla se coloc6 75 uL en
cada laminilla y cubrimos inmediatamente con un
cubreobjetos. Se realizaron 2 placas por cada tubo de
siembra, luego de terminar todas las laminillas colocamos
en refrigeracion durante 5 min para asi fijar la agarosa.
Seguidamente retiramos el cubreobjetos de la laminilla y
adicionamos 150 uL de agarosa LMP, se cubri6 y
refriger6 por 5 min adicionales.
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Luego las laminillas fueron colocadas en solucién de lisis
(10 % de DMSO y 1 % de triton X-100, 2,5 M NacCl, 100
mM EDTA, 10 mM Tris y pH 10), por un tiempo minimo
de 1 h y maximo de 15 dias.

Antes de realizar la corrida de electroforesis por 20 min
se dejaron reposar las placas en el buffer de
electroforesis alcalino (pH >13) (1 mM EDTA (Invitrogen)
NaOH 300 mM (Merck)), hasta cubrirlas completamente.

Culminado el tiempo se realizé la corrida electroforética
en forma horizontal, las condiciones usadas fueron: 25 V,
300 mA'y 20 min (Tice, et al., 2000).

Luego de la electroforesis, las placas fueron sometidas al
buffer de neutralizacién pH 7,5 (0,4 M tris). Estas fueron
deshidratadas con metanol para su posterior andlisis.

Las laminillas fueron hidratadas en agua desionizada fria
y teflidas con 60 uL de Bromuro de etidio 1,5 pg/mL
cubriéndolas con una laminilla cubreobjetos.

Para evaluar la migracién del ADN contabilizamos 25
cometas por cada laminilla, midiendo la longitud de cola,
utilizando el microscopio de fluorescencia (Zeiss) con el
objetivo 40X graduado.

2.5 Analisis Estadistico
2.5.1 Viabilidad Celular por captacion de FDA-Br. Et.

Para los datos obtenidos de viabilidad se utilizé la prueba
de comparacion multiple ANOVA y una prueba post test
Dunnett, usando el software estadistico GraphPad
Prisma 5.
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2.5.2 Ensayo cometa

Para los datos del ensayo cometa previo a su estudio se
realizo el test Shapiro—Wilk, para observar la normalidad
de los datos, para determinar que los datos eran no
paramétricos se los analizé con ANOVA utilizando el test
Nonparametrico, y post test Kruskal-Wallis para la
comparacién bilateral. Seguido se procedié a clasificar
los datos en tres categorias: Dafio bajo (0 — 20 um),
Dafio Medio (21 — 40 um) y Dafio Alto (41um o mas)
(Monroy et al, 2005). A continuacion se detalla
graficamente los niveles de Migracion del DNA.

Bajo Medio Alto

Diagrama N° 1. Clasificacion de los diferentes niveles de migracion
del ADN de los linfocitos.
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2.6 Esquema del Ensayo Cometa
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Figura N°6. Esquema del Ensayo Cometa




Tabla N°2. Esquema del disefio experimental.

EXTRACTO 1 EXTRACTO 2 EXTRACTO 3
Trata- Experimento Experimento Experimento
miento
R1* R2 R1 R2 R1 R2
c. 25 25 25 25 25 25
cometas cometas | cometas | cometas | cometas | cometas
25 25 25 25 25 25
5 pg/mli
cometas cometas | cometas | cometas | cometas | cometas
15 25 25 25 25 25 25
pug/ml cometas cometas | cometas | cometas | cometas | cometas
25 25 25 25 25 25 25
pug/ml cometas cometas | cometas | cometas | cometas | cometas
c+ 25 25 25 25 25 25
cometas cometas | cometas | cometas | cometas | cometas

Fuente: Autora
*R: nimero de repeticiones de cada experimento de tres donantes y cada uno por
dos experimentos mas y cada uno de estos por duplicado.
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3. RESULTADOS
3.1 Viabilidad Celular por captacion de FDA-Br. Et.

3.1.1 Viabilidad con Extracto hexanico del fruto de
Annona montana M.

En la grafica 1 se observa el porcentaje de los linfocitos
expuestos a las diferentes dosis del extracto hexanico del
fruto de Annona montana M; como también con sus
respectivos controles, se observé una disminucién con
respecto al control negativo.

Extracto Hexanico del fruto de A. montana M.
1001

804

*k*k

91.67 72.5

% DE VIABILIDAD

*C- (Control negativo); C+ (Control positivo 0.1 uM EMS)

Gréafica 1. Porcentaje de linfocitos vivos, cada barra representa
la media + SEM obtenidos de tres experimentos independientes
por duplicado de tres donadores diferentes (** P<0,001,
***P<0,0001).
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3.1.2 Viabilidad con Extracto de acetato de etilo del
fruto de Annona montana M.

En la grafica 2, se muestra la viabilidad de los linfocitos
después de tres horas de exposicion al extracto de
acetato de etilo, demostrdndose asi diferencia
significativa en las concentraciones comparadas con el
control negativo, observandose el mismo efecto
comparando el control negativo con el control positivo.

Extracto de Acetato de etilo del fruto de A. montana M.
100+
I ok
a 804 e ok
< ——
)
- 604
m
<_t 90.92 83.64 80.78 79.53
S i f h . 71.22
L 401
[a)
N
20+
0 1 T T T T
o %\(& 0}@\ Q\é\\ 0"
) ) N\
g P

Gréfica 2. Viabilidad de linfocitos tratados con las diferentes
concentraciones del extracto de acetato de etilo del fruto de A.
montana M y los respectivos controles, las barras representa la
media + SEM de tres experimentos independientes por
duplicado de tres donadores diferentes (*** P< 0,0001).
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3.1.3 Viabilidad con Extracto de metandélico del fruto
de Annona montana M.

La viabilidad de los linfocitos expuestos a éste extracto
demuestra una respuesta dosis—dependiente,
observandose una viabilidad mayor al 70% (Gréfica 3).

Extracto Metanolico del fruto de A. montana M.
1001+
*kk *kk
o 804 R —
< e
A
= 60+
2
s 91,67 73.28
o 40-
[a)
N
20+
0 T T
o o

Grafica 3. Cada barra representa la media + SEM de tres
experimentos por duplicado de tres donadores diferentes,
la viabilidad de linfocitos tratados con las diferentes
concentraciones del extracto metandlico del fruto de A.
montana M. y los respectivos controles (*** P< 0,0001).
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3.2 COMETA

3.2.1 Largo de Cola con Extracto Hexanico del fruto de
Annona montana M.

En la grafica 4 los resultados muestran que a medida
que aumentan las dosis analizadas se observa un
mayor tamafio de Cola. Asi mismo, se observa
diferencia significativa en comparacion con el Control

Negativo.
Extracto Hexanico del fruto de Annona montana
150+
*%%
P
IS
3
S 100+
o KKk
(8]
[
© Fkk
S, 50-
T
-
0- T
o & & <
) N N
P

Grafica 4. Efectos de la actividad genotdxica del extracto
hexanico del fruto de A. montana M observando la migracion
de la cola del cometa. Cada barra representa la media + SEM
de tres experimentos independientes de tres donantes y cada
uno de estos por duplicado.
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3.2.2 Largo de Cola con Extracto de acetato de etilo del
fruto de Annona montana M.

Los resultados obtenidos en la gréfica 5, se observa una
respuesta dosis dependiente demostrandose que a
mayor concentracion existe mayor migracion del ADN.
De la misma manera existe una diferencia significativa en
comparacién con el Control Negativo.

Extracto de Acetato de etilo del fruto de A. montana M.
1501
ﬂ
g
E 100_ *k%k
8 K%k
Q
© *%k%
& 50
a
-
0 L] L] L] T T
g & & & x
S
<,3\) '\?’\\ ’f?\)

Gréfica 5. Las barras demuestran la media + SEM de 3
experimentos independientes de tres donantes sanos y cada
uno por duplicado, el dafio genotdxico producido por las dosis
del extracto de acetato de etilo expresado por el largo de la
cola de los cometas (*** P < 0.0001).
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3.2.3 Largo de Cola con Extracto metandlico del fruto de
Annona montana M.

El dafio inducido por las concentraciones probadas del
extracto metandlico de A. montana M. se observa una
diferencia estadisticamente significativa ya que a mayor
concentracion aumenta el tamafio de cola (Gréfica 6).

Extracto metandlico del fruto de A. montana M

150 A
oty
% ok
@© 100 A Kk k
o
o
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Grafica 6. Efectos de la actividad genotdxica del extracto
metanolico del fruto de A. montana M. observando la migracién
de la cola del cometa. Las barras presentan las medias + SEM
de tres experimentos por duplicado de tres donadores
diferentes (*** P < 0.0001).
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3.3 Clasificacion de los cometas por dafio del ADN de los
Extractos Hexanico, Acetato de etilo y Metanélico del
fruto de Annona montana M.

La clasificacion de los cometas se la realizo de acuerdo a
la migracion del ADN, para ello tomamos en cuenta los
parametros citados en el diagrama N° 1.

En las graficas 7, 8 y 9 se pueden observar la
clasificacion de los cometas de acuerdo al nivel del dafio.
Encontrandose, las dosis probadas de los extractos (5,
15, 25 ug/mL) y el control positivo, dentro del nivel alto,
esto es, a medida que aumentan las dosis existe mayor
dafio en el ADN.

Extracto Hexanico del fruto de A. montanta M.
500 _
" 3 bajo
£ 4004 _ _ [T [ [1 &3 medio
£ 3 alto
8 300-
(]
©
o 200
o]
% 100
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0 n =l n - =
(<] \(& \6\\ \6\\ %
&) ) )
<°0 \(/,3\3 q(/o\\

Grafica 7. Clasificacion de los niveles de dafio del ADN segun
la migracion, tratados con las diferentes dosis del extracto
hexanico en linfocitos humanos con sus respectivos controles.
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Extracto de acetato de etilo A. montana M.
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Gréafica 8. Clasificacién de los cometas de acuerdo a los
niveles de dafo al ADN en cada una de las dosis del extracto
de acetato de etilo y los controles.

Extracto metandlico del fruto de A. montana M.
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Gréfica 9. Clasificacién de los cometas de acuerdo a los
niveles de dafio bajo, medio y alto en cada una de las dosis del
extracto metanolico de A. montana M., y sus controles.
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3.4 Comparacion de los cometas de los Extractos
Hexanico, Acetato de etilo y Metandlico del fruto de
Annona montana M.

Al comparar el efecto de los tres extractos entre si
como se puede observar en la gréfica 10, existe
menor dafio en el extracto de acetato de etilo,
mientras que en los extractos metandlico y hexéanico
del fruto de A. montana M., se observd mayor dafio.

Comparacioén de los Extractos

1504

*
g‘ *
< 100 -
8
© - -
° @l Hexanico
S, 50 3 Acetato de etilo
g @8 Metandlico
O..
5 15 25
ug/ml

Gréfica 10. Las barras presentan la media + SD de tres
extractos de 3 donantes sanos y cada uno de estos por
duplicado. La comparacion de los extractos hexanico, acetato
de etilo y metandlico del fruto de A. montana M,
observandose mayor efecto en los extractos metandlico y
hexanico (*P>0.001).
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4. DISCUSION DE LOS RESULTADOS

De acuerdo a la OMS, el 80% de la poblacion mundial utiliza a
las plantas como su principal fuente de medicamentos, existe
una alta correlacion entre el uso de los productos naturales y
su efecto farmacoldgico, el 25% de los farmacos actuales se
han obtenido de metabolitos secundarios a partir de extractos
vegetales, especies marinas y hongos (Beyra, et al., 2004).
Sin embargo, para algunas especies faltan estudios quimicos,
clinicos y epidemioldgicos que confirmen su eficacia vy
sobretodo su seguridad.

En los estudios toxicolégicos se incluyen los genotoxicos,
debido a que muchos de los compuestos bioactivos son
capaces de interactuar con el ADN modificAndolo, lo cual,
puede tener efectos genotoxicos asi como: mutaciones
relacionadas con procesos de diferenciacion celular,
teratogenicidad y alteraciones genéticas en la descendencia
(Vizoso, et al., 2000).

Dentro de las especies medicinales se encuentra la familia
Annonacea que presenta una amplia actividad biolégica
como: citotdxico, insecticida, antiparasitario y efectos
inmunosupresivos (Zafra, et al., 1996, Cortés, et al., 1993;
Liaw, et al., 2005), y muy probablemente estd actividad se
deba a la presencia de una gran variedad de metabolitos
secundarios, como las acetogeninas, aceites, terpenos,
flavonoides y alcaloides (Liaw, et al., 2004).

Annona montana M. perteneciente a esta familia, que es
ampliamente utilizada en la medicina tradicional (Mootoo, et
al., 2000).

Dado el potencial medicinal de esta especie, se evalud la
genotoxicidad de varios de los extractos obtenidos del fruto de
A. montana. Previo a la ejecucion del test de genotoxicidad es
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indispensable establecer la viabilidad celular, en nuestro caso
se utilizé el ensayo de viabilidad mediante el test de doble
tincion FDA-BrEt, la demostracion de que el potencial
citotoxico no esta interviniendo en el efecto genotoxico es
fundamental para cualquier estudio, pero tiene gran relevancia
en el caso de los extractos de Annonas, ya que de estas
especies se han aislados las acetogeninas, un grupo de
compuestos mas potentes conocidos hasta la fecha, es asi
gue extractos de Annona cherimolia M, ricos en acetogeninas
demostraron mayor citotoxicidad en lineas celulares de
fibroblasto de ratén, alcanzando el 90 % de citotoxicidad en
concentraciones de 38 ug/mL (Garcia, et al., 2008).

En las gréficas 1, 2 y 3 se observa el porcentaje de linfocitos
viables luego de ser expuestos durante tres horas a los
extractos hexanico, acetato de etilo y metandlico del fruto de
Annona montana M. En todos los casos la supervivencia de
los linfocitos humanos fue mayor al 70 %, observandose en el
extracto hexénico unas diferencias significativas entre el
control negativo y las dosis de 15 y 25 ug/mL, lo cual
demuestra que la viabilidad de las células disminuye conforme
aumenta las dosis del extracto, asi mismo, con los extractos
metandlico y de acetato de etilo se observo diferencia
significativa en todas las concentraciones usadas con
respecto al control negativo.

En nuestro estudio, se evalué la genotoxicidad de los
extractos hexanico, acetato de etilo y metandlico del fruto de
A. montana M. mediante el ensayo de cometa alcalino, este
biomarcador permite detectar el dafio a nivel del ADN, siendo
ésta una técnica muy sensible (Cossio, et al., 2004; Wong, et
al., 2005; Oshida, et al., 2008).

En las graficas 4-6 correspondientes al largo de cola de los
extractos hexanico, acetato de etilo y metandlico del fruto de
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Annona montana M. respectivamente, se observd un efecto
genotoxico. Las concentraciones usadas (5, 15, 25 pg/ml),
presentan una diferencia significativa con respecto al control
negativo con una P <0.0001. Conforme se incrementaba la
dosis se observd un aumento del dafio genotdxico con
respecto al dafio basal.

De la misma manera en las gréaficas 7-9 correspondientes a la
clasificacién de los cometas de acuerdo al dafio del ADN de
los extractos hexanico, acetato de etilo y metandlico del fruto
de Annona montana M, las células examinadas presentaron
dafio al ADN de acuerdo al nivel de clasificacién del largo de
cola del cometa, se observé un mayor nimero de cometas en
nivel alto.

Este trabajo es el primero en informar la actividad genotodxica
de extractos obtenidos del fruto de Annona montana M, sin
embargo existen estudios similares realizadas con especies
de la misma familia, siendo asi el caso de los extractos
obtenidos de semillas de A. cherimolia, que muestran que las
acetogeninas en células de fibroblasto de raton presentan un
aumento significativo en la frecuencia en el nimero de
microndcleos en los eritrocitos policromaticos (MNPE), a dosis
superiores de 5 mg/kg (Garcia et al., 2008).

Nuestros resultados comparados con estudios realizados por
Grover y colaboradores (2009) comprobaron la genotoxicidad
de extractos de A. squamosa mediante el ensayo cometa,
microndcleos y pruebas de aberraciones cromosémicas, en
leucocitos de ratas con 75, 150 y 300 mg/kg de Annona
squamosa mostrando una dafio alto en el ADN.

Asi mismo, se realizé una comparacion entre los extractos
hexéanico, acetato de etilo y metandlico del fruto de Annona
montana M, para determinar cual de los tres extractos
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presenta mayor efecto genotéxico, lo que demostrd tener un
menor efecto el extracto de acetato de etilo, en cambio, los
extractos hexanico y metandlico presentaron mayor dafio al
ADN en las dosis probadas respectivamente, en tres
individuos sanos (Gréfica. 10).

Por otra parte, la obtencion de los extractos que aqui
evaluamos se las realiza por maceracion sucesiva con el fin
de ir haciendo una seleccion de los metabolitos secundarios
por su afinidad a los disolventes. Los metabolitos con mayor
interés en esta especie, como ya lo habiamos mencionado,
son las acetogeninas (Alvarez, et al., 2008, Bermejo, et al.,
2005). De acuerdo a la polaridad de las acetogeninas se
esperaria tener mayor nimero de las mismas en el extracto
metandlico del fruto de Annona montana M.

Segun Liaw et al., 2004 reporta que los extractos metanolicos
de Annona montana M presenta mayor citotoxicidad en lineas
celulares tumorales, debido a la presencia de acetogeninas.

En virtud que los extractos son una composicion de varios
metabolitos secundarios, es dificil establecer cual de los
compuestos encontrados provocan los efectos observados,
por ello, es aconsejable realizar el fraccionamiento de los
extractos.

Ademas, seria recomendable, aplicar otras pruebas
genotoxicas, para poder confirmar los resultados obtenidos en
el presente estudio, y, moderar el uso de esta planta en la
medicina tradicional, para evitar riesgos en la salud de los
seres humanos.

Seria importante llegar a realizar el fraccionamiento de los
extractos metandlico y hexanico ya que presentaron mayor
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dafio genotéxico en linfocitos humanos y asi obtener cual de
los metabolitos es el causante de dicho efecto.
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5. CONCLUSIONES:

Las concentraciones usadas de los extractos hexanico,
acetato de etilo y metandlico de A. montana M (5, 15, 20
ug/ml) no afectan la viabilidad de los linfocitos humanos, ya
que la supervivencia celular fue mayor al 70%.

Los tres extractos (hexanico, acetato de etilo y metandlico),
obtenidos del fruto de Annona montana M. presentan un
efecto genotdxico, en los linfocitos humanos.

El efecto observado es de tipo dosis respuesta, pero los
extractos con mayor potencial genotoxico son los de hexano
y metanol.
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