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SINTESIS

En Cuba no existen publicados valores de referencia de los indices de dafios espontdneos e
inducidos determinados en los diferentes ensayos de genotoxicidad in vivo, que sirvan como
punto de comparacion entre los diferentes productos que se investigan y los de referencia.
Ademas, se desconoce la eficiencia intrinseca de una especie o linea en particular para detectar
sustancias con bajo potencial genotoxico, lo cual al sugerir el uso especifico de una de ellas, le
otorgaria a los ensayos de genotoxicidad mayor sensibilidad, especificidad metodologica y
robustez. Por otro parte, en ensayos de antigenotoxicidad in vivo, no se establecen posibles
disefios experimentales armonizados que tengan en cuenta la dosis, via, tipo de mutageno a
utilizar y el numero de exposiciones; siendo estos aspectos necesarios en el establecimiento de
guias regulatorias para este tipo de ensayos. En esta investigacion se establecieron los rangos de
dafio al ADN espontaneos e inducidos con ciclofosfamida (CF) mediante ensayos citogenéticos
en ratones de las lineas BALB/c, NMRI, OF-1 y C57BL/6 y ratas de las lineas Sprague Dawley
(SD), Lewis y Wistar. Ademas, se comparo la eficiencia de diferentes biomodelos murinos que se
desarrollan y comercializan en Cuba en ensayos de genotoxicidad, teniendo en cuenta los
resultados de dafio al ADN, mediante el ensayo cometa alcalino de leucocitos de sangre
periférica, micronicleos y aberraciones cromosémicas de células de la médula dsea y la
morfologia de la cabeza del espermatozoide. La linea de raton y de rata mas sensible se evalud
como biomodelo en ensayos de antigenotoxicidad, utilizando dos mutdgenos con
administraciones en tiempos diferentes. Para determinar el nivel de aplicabilidad de estos
resultados se utilizo la linea mas sensible al evaluar el efecto genotoxico in vivo de un extracto
oleoso de la semilla de Carapa guianensis Aublet administrado por via oral. Se concluye, que la
especie murina mas sensible son los ratones BALB/c, con excepcion en el ensayo cometa donde
la especie mas sensible son las ratas SD. El mejor disefio para ensayos in vivo de
antigenotoxicidad, tanto en ratas SD como en ratones BALB/c, fue la administracion de CF en
dos ocasiones con intervalos de 24 horas entre ambas administraciones, por via intraperitoneal en
dosis de 50 mg/kg y por ultimo al utilizar la linea mas sensible, se demostré que el extracto
oleoso evaluado no posee efecto genotoxico in vivo a diferentes niveles de dafio al ADN, sin
embargo al administrarse durante 35 dias por via oral (2 000 mg/kg) fue citotoxico en células

germinales de ratones BALB/c machos.
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1. INTRODUCCION

Las investigaciones que se relacionan con el tema de la genotoxicidad adquieren cada dia mayor
importancia a nivel mundial, esto se debe al creciente deterioro del ambiente al que se encuentra
expuesto el hombre moderno (Angerer y col., 2007). Existen tres razones fundamentales que
justifican la preocupacién por la exposicion del hombre a los agentes mutagénicos. Primero, el
incremento en el grado de mutacion de las células germinales (6vulos, espermatozoides y sus
precursores) lo cual provocara el aumento de las enfermedades genéticas en futuras generaciones.
Segundo, la existencia de una estrecha relacion entre la inestabilidad gendmica de células
somaticas con el cancer y las enfermedades degenerativas cronicas (Azqueta y col., 2009).
Tercero, el origen ambiental del cancer (Azqueta y col., 2009; Lamadrid y col., 2011).

Los estudios mutagénicos y genotoxicos en la toxicologia experimental, se realizan posterior a
los estudios de toxicidad aguda potencial del producto a evaluar en dos especies, por al menos,
dos vias de administracion de manera independiente. Con estos estudios se explora el riesgo
asociado a dafos directos o indirectos sobre el material genético, donde una respuesta positiva
deroga por lo general el paso del producto a un segundo nivel de evaluacién (Giri y col., 2002).
En este sentido, las agencias reguladoras elaboraron protocolos estrictos para la realizacion de los
mismos y sugieren cual o cuales de ellos utilizar en cada momento, legandole un peso
preponderante a los ensayos in vivo (Armeni y Damiani, 2004). Estos ensayos ademas de ser
costosos, tienen como principal desventaja la inexistencia de un consenso para el uso exclusivo
de una especie animal que reproduzca fielmente los procesos fisiologicos a semejanza con los
humanos. Como regla general el grupo de mamiferos que mas se utilizan son los roedores.
Durante la experimentacion animal resulta imprescindible contar con rangos normales de
referencia de los parametros espontaneos de los animales, porque permiten evaluar el estado
higiénico sanitario y fisiologico de los animales en una etapa determinada del experimento, a la
vez que ayudan a conocer la incidencia o alteraciones sobre el organismo animal que producen
las sustancias de ensayo (Balkaya y col, 2001; Marshall y col., 2010).

La necesidad de establecer una base de comparacion ha desencadenado numerosas
investigaciones con animales controles y aparentemente sanos (Balkaya y col., 2001). Numerosos

investigadores de todo el mundo han informado previamente los rangos de comportamiento
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normal para las variables hematoldgicas, bioquimicas de animales de diferentes especies y
ademas, han reportado diferencias bien fundamentadas entre los géneros, la edad y el peso
corporal. Es importante estandarizar algunos factores que, segln se conoce con anterioridad,
pueden inducir grandes variaciones sobre estos parametros; tales como: la especie, linea, dieta y
condiciones ambientales. EI medio ambiente influye en la variacion genética tanto en el genotipo
como en el fenotipo (Repetto y Repetto, 2009), siendo la caracterizacion de las colonias por parte
de las empresas que desarrollan y comercializan modelos experimentales, un objetivo a priorizar.
En Cuba no existen publicados valores de referencia espontaneos en los indices de dafios que
determinan diferentes ensayos de genotoxicidad in vivo, que sirva como medio de comparacién
entre los valores de ensayos de genotoxicidad de diversos productos que se investigan, adn
cuando se cuenta con numerosas referencias de articulos donde se citan los valores de los
controles negativos de diversos disefios experimentales, en roedores obtenidos de CENPALAB.
Otro aspecto a declarar es el uso de las diferentes lineas genéticas del biomodelo por
conveniencia, pero en la generalidad de los casos esta decision esta lejos de un basamento
tedrico-practico que justifique la seleccion, dado por la falta de estudios sobre este aspecto.

Por lo que los resultados que se obtienen por diferentes grupos de investigacion que trabajan
productos similares o del mismo grupo en diferentes momentos no puedan ser comparables,
debido a que se conoce que las diferencias genéticas entre las lineas del biomodelo presentan
diferencias en la expresion de los dafios a nivel del genoma (Lambert y col., 2005).

Esta problematica conduce a pensar que en la actualidad solo aquellos productos que son muy
seguros 0 muy genotdxicos son verdaderamente clasificados, mientras que, aquellos capaces de
causar “pequefios” dafios pudieran estar mal clasificados (Kirkland y col., 2005); de ahi la
importancia de realizar un estudio comparativo de las tasas espontaneas e inducidas de dafios
genéticos en las lineas genéticas de ratones y ratas a diferentes niveles de expresion y a través de
diferentes técnicas, de forma tal, que les permita a los toxicogenéticos contar con resultados de
referencia a la hora de seleccionar la linea genética de ratones y de ratas para realizar los estudios
de mutagénesis y carcinogénesis.

Existe gran polémica sobre los diferentes tipos de esquemas de tratamiento en los cuales se
utilizan las sustancias mutagénicas en los ensayos de antigenotoxicidad in vivo. Diversas dosis se

utilizan, pero por lo general todo versa en el uso del biomodelo animal ideal que responda
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sensiblemente a la accion de la sustancia mutagenica inductora de dafio al ADN. Los diversos
biomodelos que se utilizan en estos ensayos y la no armonizacion en dosis, via, mutageno
efectivo y nimero de veces en que es expuesto el animal al mutageno, hacen que se cuestionen
los resultados de la induccién del dafio al ADN y por tanto poca credibilidad del posible efecto
reparador del dafio a inducir de un producto a evaluar. Estos aspectos son necesarios en el
establecimiento de guias regulatorias para ensayos de antigenotoxicidad in vivo. Por lo que la
mayoria de las sustancias con efecto antigenotoxico hasta el momento solo se evaluaron en
ensayos de genotoxicidad y/o mutagénesis in vitro (Weisburger, 2001; Gentilea y col., 2001;
Celikler y col., 2008; Leyvay col., 2010, 2010a; Blasi y col., 2012).

Por otra parte, los extractos naturales son Utiles como referencia en la evaluacion genotdxica a
diferentes niveles de dafio, las mezclas complejas se utilizan para evaluar diferentes vias de dafio
al ADN mediante un nimero considerable de técnicas citogenéticas y asi definir el potencial
genotoxico de nuevos principios activos. El extracto oleoso de la semilla de Carapa guianensis
Aublet, pertenece a la familia Meliaceae, es una planta medicinal muy popular en varios paises
del mundo; en Cuba se conoce como Cedro Macho. La caracterizacion del aceite de la semilla de
Carapa guianensis reveld la presencia de &cidos grasos meristico, palmitico, oleico, linoleico y
algunos terpenoides (Qi y col., 2004).

Recientemente se demostré el efecto antioxidante del extracto oleoso de la semilla de Carapa
guianensis mediante la administracion oral del extracto durante tres semanas en ratas Sprague
Dawley de ambos sexos, co-administradas con una sustancia oxidante, se demostr6 su efecto
protector a la formacion de especies reactivas del oxigeno (Alonso y col., 2012). Pero se
desconoce su efecto en el ADN, tomando en consideracién este hallazgo, se utilizé el extracto
oleoso antes mencionado como modelo para demostrar la utilidad y la eficiencia que conlleva el
uso del biomodelo mas sensible, asi como la comparacién de los valores de dafio al ADN tras las
administracion oral del extracto oleoso de la semilla de Carapa guianensis de forma reiterada en
modelos murinos, contra los valores de referencia propios que se determinaron en esta
investigacion.

Problema

Existe la necesidad de determinar los valores de referencia para Cuba de las tasas de dafio

espontaneo e inducido al ADN mediante técnicas citogenéticas en especies murinas que se
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desarrollan y comercializan por CENPALAB y que asi, se cuente con los propios datos de
referencia, para posteriormente comparar estas tasas de dafio entre especies para determinar el
biomodelo experimental mas sensible, sobre la base del uso del modelo que presente menores
indices espontaneos de dafio al ADN y una respuesta aceptable a mutagenos quimicos. A la par
de esta problemaética, es necesario priorizar investigaciones que permitan determinar con el uso
del biomodelo més eficiente el disefio experimental més adecuado en los ensayos de
antigenotoxicidad in vivo, para sentar las bases de posibles guias regulatorias para ensayos de este
tipo y por ultimo, es necesario llevar a la practica los resultados de estas investigaciones basicas,
al determinar las posibles potencialidades genotoxicas de un extracto natural con el uso del
biomodelo més sensible.

Hipotesis

A partir de la comparacion de la sensibilidad de biomodelos experimentales murinos en los
ensayos de genotoxicidad y antigenotoxicidad empleando técnicas citogenéticas, es posible
identificar el biomodelo mas eficiente para este tipo de evaluacion toxicoldgica.

Esta tesis recoge novedades cientificas de tipo aporte al conocimiento y nuevas metodologias
experimentales, pues los resultados de los indices espontaneos e inducidos en cuatro ensayos de
genotoxicidad de diferentes lineas de ratones y de ratas se emplearan como valores de referencias
en las investigaciones nacionales e internacionales. Ademas, permitié establecer la especie y
linea mas sensible para detectar el dafio genotoxico, Util como estrategia en evaluaciones
genotoxicas in vivo, permitiendo ampliar los niveles de seguridad para el humano asociado al
consumo de un principio activo. La armonizacion de varios biomodelos experimentales en
ensayos de antigenotoxicidad in vivo, permitira establecer guias regulatorias para ensayos de este
tipo y por ultimo, el uso del biomodelo mas sensible permitid definir posibles efectos genotoxicos
in vivo al administrar por via oral un extracto oleoso de la semilla de Carapa guianensis Aublet
con potencialidades antioxidantes.

Su utilidad economica y social se sustenta en el hecho de que al obtener una buena
caracterizacion desde el punto de vista del dafio endogeno al ADN por varios mecanismos de
genotoxicidad, permitira determinar con menor margen de error la seguridad de productos
farmaceéuticos, todo esto redunda en la mejora de la calidad de vida de la poblacién. Aumentara el

mayor conocimiento de estos biomodelos, que se traduce en un aumento del interés de centros de
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investigacion-desarrollo de la industria biotecnoldgica-farmacéutica de otros paises, en
comercializar estos modelos experimentales y por ultimo los disefios experimentales de
antigenotoxicidad permitiran la evaluacién de nuevos principios activos con potencialidades
antigenotoxicas, Utiles en terapias combinadas con farmacos citostaticos para pacientes con
cancer.
Este trabajo consta de 8 capitulos distribuidos de la siguiente forma: Una Introduccion que
incluye de forma breve una panordmica sobre el tema y la problematica a resolver (5 paginas).
Posteriormente la Revision Bibliografica en la cual se hace un analisis actualizado de los
principales ensayos de genotoxicidad y las principales problematicas (29 paginas). En Materiales
y Métodos se explican y resumen las metodologias utilizadas y el disefio experimental (10
paginas), mientras que en los Resultados y Discusion se presentan de acuerdo a su disefio los
resultados mas relevantes y su discusion critica respecto a la literatura (45 paginas). Por Gltimo se
exponen Conclusiones y Recomendaciones (1 pagina de forma separada en cada una) y se
relacionan las Referencias Bibliogréaficas utilizadas (19 paginas). Ademas, se muestra la sintesis
del trabajo y el indice con los epigrafes y subepigrafes de la tesis. El documento también contiene
una relacién de las abreviaturas empleadas. Las tablas y graficos se muestran sin nimero en sus
paginas, incluidos dentro del texto donde se hace referencia a ellos, para facilitar la comprension
de la presentacion y discusion de los resultados. Al final se muestran los anexos y por ultimo los
avales de la tesis sin nimero en las paginas.

Objetivo General

Comparar la sensibilidad de diferentes biomodelos murinos en ensayos de genotoxicidad y

antigenotoxicidad.

Objetivos Especificos

1. Comparar el dafio genotdxico espontaneo e inducido a diferentes niveles de expresion en el
ADN entre varias lineas de raton y de rata.

2. Evaluar el efecto genotdxico de la ciclofosfamida y la bleomicina en diferentes disefios
experimentales en la linea de raton y de rata seleccionada como biomodelos de
antigenotoxicidad.

3. Evaluar el efecto genotoxico del extracto oleoso de la semilla de Carapa guianensis Aublet a

diferentes niveles de expresion de dafio al ADN al utilizar la linea murina més sensible.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Fuentes de exposicion de los seres vivos a las sustancias téxicas ambientales

La exposicion a los agentes toxicos se presentan en forma aguda, en un solo episodio
generalmente accidental, cuando ingresan al organismo cantidades elevadas de algin toxico.
Puede darse en forma cronica, si existe exposicion continua a dosis bajas, que suele ir
acompafiada de su acumulacién en el organismo, produciéndose la respuesta toxica después de
mucho tiempo (Limon y col., 2013).

La ruta o forma de ingreso al organismo es también variada: puede ser por inhalacion, por via
digestiva 0 por contacto a través de la piel. Las poblaciones de organismos pueden estar
expuestas a los téxicos de manera 1) involuntaria, como ocurre en el ambiente abierto, 2)
voluntaria, cuando el individuo emplea farmacos o agentes terapéuticos, y 3) ocupacional, en el
ambiente de trabajo (Limon y col., 2013). La concentracion de las sustancias quimicas en el
cuerpo puede medirse al analizar la sangre, la orina y el pelo.

Los procesos que controlan el destino final de un compuesto quimico en el ambiente son el
transporte, la transformacion y la transferencia del mismo. El transporte 0 movimiento de los
agentes quimicos en el ambiente se debe fundamentalmente a las fuerzas naturales, como el
viento o el agua, cuya direccién y velocidad determinaran su concentracién (Gilden y col., 2010).
La transformacion es un cambio en la estructura fisica o quimica de un compuesto. Un
compuesto quimico puede pasar de solido a liquido y de éste a gas, o transformarse por
reacciones quimicas como la oxidacion y la reduccion, procesos que se llevan a cabo en los
organismos (Miller, 2004). Esto los puede activar o degradar. La transformacion también se
refiere a las interacciones de diversos agentes quimicos en el ambiente y a las reacciones que bajo
ciertas condiciones se realizan entre ellos (Gilden y col., 2010).

La transferencia es el movimiento de los compuestos quimicos en la biosfera: aire, agua, suelo y
organismos vivos. Asi, un agente quimico presente en el agua puede volatilizarse, pasando al
aire, transferirse al suelo por accién de la lluvia y de alli incorporarse a la cadena alimenticia
(Gilden y col., 2010). El resultado neto de estas transferencias es una amplia distribuciéon de
sustancias toxicas en el medio ambiente, y por lo tanto, el aumento del riesgo de exposicion
(Roldan y col., 2008).
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El comportamiento y destino final de muchos agentes quimicos esta influenciado por diferentes
aspectos tales como la solubilidad en agua, la presion de vapor, la bioconcentracion y la
biotransferencia (Roldan y col., 2008).

En general, los agentes quimicos que son solubles en agua son menos peligrosos que los
insolubles, lo que se debe a que suelen ser menos volatiles, mas mdviles y biodegradables
(Roldan y col., 2008). La presion de vapor es un factor importante que mide la volatilidad de un
agente quimico en estado puro, y es un indicador del grado de transporte del compuesto quimico
en el aire, siendo éste el medio mas importante para su distribucion (Roldan y col., 2008). Es
importante determinar el destino final de un compuesto quimico en los seres vivos, ya que
muchos son capaces de concentrar en sus 6rganos Yy tejidos cantidades elevadas de una sustancia,
como ocurre con los peces y el ganado (Jonson y col., 1997). En estos casos, la cadena
alimenticia se convierte en una fuente importante de exposicion a agentes quimicos (Jonson y
col., 1997).

2.2. ;Como responden los organismos ante los agentes toxicos?

La respuesta de los organismos ante un toxico depende de varios factores, siendo los mas
importantes, las propiedades especificas, fisicas y quimicas del compuesto y la cantidad a la que
estén expuestos (Jonson y col., 1997). La relacion dosis-respuesta es un criterio que suele
establecerse con los organismos a emplear en el ensayo. Aunque no brinda informacion acerca de
los mecanismos de accion propios del agente, si permite establecer en términos précticos y
cuantitativos cuan toxico es (Adams y Lambert, 2006; Teitelbaum, 2009). El tipo de respuesta
que se establece es un indice de letalidad en funcion del numero de individuos tratados que
mueren. La dosis letal también permite conocer la potencia del compuesto por la magnitud de la
respuesta del organismo (Jonson y col., 1997; Adams y Lambert, 2006).

2.3. Movimiento de los agentes toxicos en el organismo

Cuando las sustancias toxicas ingresan al organismo, interaccionan en el nivel celular con un
receptor especifico, que suele ser una proteina (Guyton y Hall., 2011). Cuando la concentracion
de la sustancia dentro de la célula es grande, los sitios receptores se saturan y se produce una
respuesta toxica maxima; cuando la concentracion es baja, la respuesta es menor (Teitelbaum,
2009). Esta relacion permite establecer a los toxicologos qué dosis produce el efecto que se desea

evidenciar sin ser toxica, para fines terapéuticos (Repetto y Repetto, 2009).
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Para que una sustancia toxica ejerza sus efectos en un ser vivo debe ponerse en contacto con el
organismo. La piel en los animales y la corteza en las plantas son las barreras naturales que
separan a los organismos del medio ambiente (Guyton y Hall., 2011). Sin embargo, una vez que
ingresa una toxina al organismo, por cualquier ruta, ésta se absorbe y distribuye por el torrente
circulatorio hasta llegar a las células blanco, que son las que tienen los receptores para un
compuesto quimico especifico (Repetto y Repetto, 2009). Los agentes toxicos se eliminan de la
circulacion al ser excretados por el rifion, o acumularse en los tejidos grasos, o bien
biotransformarse en las células del higado y otros 6rganos (Guyton y Hall, 2011).

En el organismo existen barreras naturales, las membranas de las células, a través de las cuales el
agente toxico debe pasar. Estas membranas tienen estructuras muy variadas y por lo tanto
funciones diversas (Repetto y Repetto, 2009). Fundamentalmente, se forman por fosfolipidos y
proteinas, los primeros arreglados en una bicapa y las proteinas que se esparcen entre ellos. Las
membranas tienen poros a través de los cuales las células se ponen en contacto con el exterior
(Teitelbaum, 2009). Las proteinas les confieren a las membranas una especificidad en cuanto al
transporte o ingreso a la célula de los compuestos quimicos. Los fosfolipidos, que estan formados
por &cidos grasos, si son saturados, es decir, sin dobles enlaces entre sus carbonos, hacen a la
membrana menos franqueable. Si hay mayor cantidad de &cidos grasos insaturados la membrana
permite mas facilmente el paso de sustancias (Guyton y Hall, 2011).

Los mecanismos mediante los cuales un compuesto quimico pasa a través de una membrana
pueden ser pasivos, es decir, la membrana no participa activamente en el proceso, como ocurre en
la difusion del alcohol etilico, por ejemplo, que depende de la solubilidad en los lipidos de la
membrana (Repetto y Repetto, 2009). ElI compuesto puede penetrar por filtracion, cuando tiene
un tamafio lo suficientemente pequefio como para atravesar los poros de la membrana (Guyton y
Hall, 2011).

Cuando el compuesto quimico es insoluble en los lipidos de la membrana, cuando las moléculas
de la sustancia son muy grandes y no pueden atravesar los poros y canales de la membrana, o
cuando se trata de sustancias ionizadas, se establece entonces el llamado transporte activo
(Repetto y Repetto, 2009). Este es selectivo en principio, ya que depende de la estructura quimica
del compuesto, de una molécula transportadora especifica de membrana, y de un gasto de energia

adicional por parte de la célula (Teitelbaum, 2009). Esto se debe a que ingresa en contra de un
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gradiente de concentracion, en competencia con los nutrientes que normalmente ingresan a las
células por este mecanismo (Guyton y Hall, 2011).

Las sustancias quimicas que se transportan activamente a través de las membranas pasan al
interior de las células en forma de un complejo. En el interior de la célula éste se disocia, y la
molécula transportadora regresa nuevamente a la superficie de la membrana, en lo que se puede
repetir el proceso (Cameén y Repetto, 2007; Teitelbaum, 2009).

Los agentes toxicos atraviesan las membranas de las células e ingresan al torrente sanguineo de la
misma manera que el oxigeno que se inhala llega a los pulmones, y los nutrientes que se ingieren
oralmente pasan al tracto digestivo (Camean y Repetto, 2007; Teitelbaum, 2009).

La distribucion del agente toxico en el organismo depende de las caracteristicas fisicoquimicas
del compuesto, de su capacidad para atravesar membranas y de su afinidad por los componentes
normales del organismo (Guyton y Hall, 2011). Una vez en el torrente sanguineo, los agentes
quimicos suelen unirse a proteinas del plasma, lo cual les impide ingresar a las células por
difusién (Teitelbaum, 2009). Sin embargo, esta interaccion muchas veces desplaza a la sustancia
guimica que ya estaba unida, de manera que las toxinas suelen estar en equilibrio en el plasma, es
decir, tanto en forma unida como en forma libre (Camean y Repetto, 2007).

En los animales existen 6rganos que tienen una gran capacidad para concentrar agentes toxicos,
como el higado y los rifiones (Cameédn y Repetto, 2007). En el higado existen numerosas
proteinas que transportan activamente diferentes compuestos extrafios o xenobioticos (Guyton y
Hall, 2011). En el interior de las células hepaticas se lleva a cabo la transformacion de los
compuestos, 0 metabolismo, sea para hacerlos mas solubles y dejarlos listos para excretarse por
los rifiones, o bien para activarlos formandose un compuesto muy reactivo (Teitelbaum, 2009).
Ya que el metabolismo desempefia en las células un papel dual de desintoxicacion-eliminacion y
activacion-toxificacion (Guyton y Hall, 2011).

A medida que el organismo metaboliza y elimina toxinas, se van liberando de los sitios de
depdsito hacia el plasma, de ahi pasan al higado, y el ciclo se repite. Este proceso es importante,
ya que muchas toxinas liposolubles se acumulan y ejercen sus efectos adversos durante mucho
tiempo, como ocurre con los anestésicos, los barbitdricos y los pesticidas (Repetto y Repetto,
2009).

La eliminacion de los agentes toxicos del organismo es un factor importante en relacion con los
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efectos biologicos (Teitelbaum, 2009). Logicamente, la eliminacion rapida reduce los riesgos, y
en muchos casos la toxicidad y los dafios al organismo no se presentan. La ruta mas importante
de eliminacién es el rifion. Esta se realiza en las células renales por difusion, filtracion o por
transporte activo (Guyton y Hall, 2011).

Los compuestos liposolubles no polares, es decir sin carga, suelen ser reabsorbidos por difusion y
regresan al torrente sanguineo, mientras que los compuestos polares y los iones son excretados
activamente (Repetto y Repetto, 2009). Los iones negativos, 0 aniones, se excretan mas
facilmente cuando la orina es &cida, y los iones positivos, o cationes, cuando la orina es basica
(Teitelbaum, 2009).

Los seres vivos tienen la capacidad de degradar y eliminar muchos compuestos extrafios. Sin
embargo, cuando la absorcion es mayor que la excrecién, el agente quimico tiende a acumularse
en cantidades elevadas, y mostrar un efecto toxico (Singh, 2006).

2.4. El metabolismo de las sustancias toxicas

Las toxinas se metabolizan desde que las primeras células se formaron, de manera que los
mecanismos de desintoxicacion han estado siempre presentes en los seres vivos (Repetto y
Repetto, 2009). El agua y el alimento no tratado, asi como el aire, contienen muchas sustancias
gue no son necesarias para la vida y que pueden ser tdxicas; ain el oxigeno en cantidades
elevadas es tdxico (Singh, 2006).

La estructura quimica de los compuestos nutritivos naturales y de los metabolitos intermedios es
muy variada, de modo que la maquinaria celular estd provista de numerosos catalizadores, 0
enzimas, que hacen frente a esta gran diversidad de productos quimicos de la dieta (Tetko y col.,
2006; Teitelbaum, 2009). Este conjunto de enzimas también lo emplea la célula para eliminar
compuestos tdxicos potencialmente nocivos. La capacidad de desintoxicacion celular tiene un
limite que esta dado por la dosis de la sustancia (Repetto y Repetto, 2009).

Después de que un agente xenobiotico se absorbe por el organismo, éste se biotransforma. Por lo
general los productos del metabolismo son mas solubles en agua, lo que facilita su eliminacion y
hace desaparecer su toxicidad; en otras ocasiones se obtiene una sustancia como producto
intermedio del metabolismo, la cual es mas reactiva que la original, y que puede reaccionar con
otras macromoléculas celulares (Tetko y col., 2006).

Las enzimas que realizan las reacciones quimicas relacionadas con la biotransformacion se
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encuentran en el citoesqueleto, en el reticulo endoplésmico, en los organelos Ilamados
mitocondrias, y en el caso de los mamiferos, en las células hepéticas (Andrade y col., 2007;
Teitelbaum, 2009). Estas reacciones producen metabolitos estables nucleofilicos méas solubles en
agua, por lo que algunas reacciones se realizan en presencia de este liquido, lo cual recibe el
nombre de hidrdlisis. Otras se realizan en presencia de oxigeno (oxidacion), y algunas mas por
hidrogeno (reduccion) (Andrade y col., 2007). En la Figura 1 se muestran algunos ejemplos.

Si el compuesto tiene un grupo funcional, es decir grupos de atomos unidos a la cadena de
carbono, éste puede combinarse con enzimas en el fenémeno llamado conjugacion, y asi se
produce un compuesto polar, soluble en agua, que se elimina tal como se muestra en la Figura 2
(Repetto y Repetto, 2009).

Las enzimas que intervienen en la bioactivacion de los agentes xenobioticos realizan
esencialmente las mismas funciones generales (Andrade y col., 2007). El producto intermedio del
metabolismo resulta ser ionico, y potencialmente muy reactivo, lo que puede producir dafio a los
tejidos, despertar reacciones inmunoldgicas o interactuar con los acidos nucleicos (Repetto y
Repetto, 2009).

RCOOR + HyD) se——ge FECOOH + R'OH

éster agua arido osadnlo
Hidraiiaia
e
OH
bencens ferol
Orcidacidn
HO HH
ereima
+ MADFH —
# rtmredncom + HADP
nitobenceno Bedreidn arlina

Figura 1. Ejemplos de reacciones metabdlicas. R y R'=radicales (excepto hidrégeno).
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Figura 2. Conjugacion.
2.5. Evaluaciones toxicologicas. Consideraciones generales
La toxicologia se define como el estudio de los efectos adversos de agentes quimicos, fisicos o
bioldgicos en organismos vivos y ecosistemas y se basa en el principio del siglo XVI que
cualquier sustancia puede ser tdxica si se consume en cantidad suficiente (Repetto y Repetto,
2009).
La mayoria de los paises desarrollados, crearon leyes y regulaciones para controlar el proceso de
produccién y distribucion de medicinas, vacunas, aditivos alimentarios, pesticidas, productos
quimicos industriales y otras sustancias con potencial toxicoldgico (Teitelbaum, 2009; Silbergeld,
2012). Tales regulaciones casi siempre prescriben un régimen de evaluacion toxicoldgica para
generar informacion que les permita a los toxicologos determinar si los beneficios de una
sustancia particular sobrepasan sus riesgos a la salud humana y al medio ambiente. El proceso de
evaluacion regulatoria del riesgo puede ser dividido en 3 fases (Teitelbaum, 2009; Repetto y
Repetto, 2009):
1) Identificacion del peligro: Determinacion de la toxicidad intrinseca de la sustancia (irritacion
ocular, defectos al nacer o cancer) a través del uso de pruebas de toxicidad. Los resultados de las
pruebas se analizan para determinar, si existe alguno, cual efecto adverso ocurre bajo distintos
niveles de exposicion (se conoce como dosis respuesta) y, donde sea posible, identificar el nivel
minimo de exposicion al cual no se observan efectos adversos (conocido como nivel de efectos
adversos no observados o0 NOAEL) (Shayne, 2007; Silbergeld, 2012).
2) Estimacion de la vulnerabilidad: Determinacion del grado de exposicién humano o
medioambiental ha determinado agente, que incluye la exposicion de poblaciones especificas, su
composicidn, tamafio y los tipos. Ademas la magnitud, frecuencia y duracion a estas exposiciones
(Repetto y Repetto, 2009).

3) Caracterizacion del riesgo: Anélisis compositivo del peligro y de resultados de la estimacion
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de la vulnerabilidad para obtener un estimado real de riesgo ecoldgico y para la salud (Repetto y
Repetto, 2009).

Para ello se evalGan los farmacos en ensayos de una sola exposicion o toxicidad aguda, a dosis
repetidas que van desde la exposicion de 28 dias hasta 1 afio en roedores, ensayos de
genotoxicidad que incluye estudios in vitro € in vivo, toxicologia de la reproduccion y por altimo
los ensayos de carcinogenicidad. Ademas, se incluyen nuevos ensayos de toxicologia especial,
los cuales se utilizan en dependencia del efecto farmacologico del principio activo que se
investiga (Gamez y Mas, 2007).

2.6. Toxicologia genética

La genética toxicoldgica tiene sus inicios en el afio 1927, cuando Mueller demuestra la capacidad
de los rayos X para inducir mutaciones en Drosophila mellanogaster (Shayne, 2007). Afios mas
tarde, en 1949, Auebach descubre las propiedades mutagénicas del gas mostaza, descubrimiento
que permitid incrementar el concepto de mutagénesis (Shayne, 2007).

Durante las décadas del 50 y 60 del siglo pasado se alcanzan la mayor parte de los conocimientos
basicos acerca de la estructura y replicacion del ADN, cddigo genético, los mecanismos de la
sintesis proteica y la reparacion del ADN (Shayne, 2007). No en vano, esta epoca se describe
como la edad de oro de la Genética Molecular (Shayne, 2007).

La Sociedad de Mutagénesis Ambiental se funda en 1969, esto se debe a la preocupacion de
muchos investigadores por el impacto genético que podria acarrear la proliferacion de
contaminantes quimicos en el ambiente, producto de la actividad humana. En este mismo afio se
reconoce a la Toxicologia Genética, como disciplina cientifica. Décadas mas tarde, el desarrollo
de la denominada tecnologia del ADN recombinante ofreci6 metodologias que resultan
fundamentales en el conocimiento directo de la estructura y configuracién del genoma, la
identificacion de genes especificos, la determinacion de las alteraciones que se generan en la
informacion genética y su relacion con la induccion del cancer y otras enfermedades de base
genética (Angerer y col., 2007; Silbergeld, 2012).

Las investigaciones que se relacionan con el tema de la genotoxicidad adquieren cada dia mayor
importancia a nivel mundial, debido al creciente deterioro del ambiente al que se encuentra
expuesto el hombre moderno (Angerer y col., 2007; Azqueta y col., 2009; Lamadrid y col.,

2011). Existen tres razones fundamentales que justifican la preocupacion por la exposicion del
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hombre a los agentes mutagénicos. Primero, el incremento en el grado de mutacion de las células
germinales (6vulos, espermatozoides y sus precursores) lo cual puede provocar el aumento de las
enfermedades genéticas en futuras generaciones (Repetto y Repetto, 2009; Speit y col., 2009).
Segundo, la existencia de una estrecha relacidon entre la inestabilidad gendmica de células
somaticas con el cancer y las enfermedades degenerativas cronicas (Giri y col., 2002). Tercero, el
origen ambiental del cAncer (Shayne, 2007; Limoén y col., 2013).

La gran cantidad de nuevos productos que ingresan al mercado dificulta su total evaluacion al
emplear ensayos en roedores, por ser estas pruebas muy largas y costosas. Ello orienta a la
utilizacién de ensayos a corto plazo, los cuales, informan en poco tiempo acerca de la actividad
mutagénica de dichas sustancias y en algunos casos brindan informacion suficiente para
establecer los niveles de seguridad para el hombre (Gamez y Mas, 2007; OECD, 2009;
Silbergeld, 2012). En estos ensayos de genotoxicidad se emplea un gran nimero de sistemas
bioldgicos dentro de los cuales se encuentran: virus, bacterias, hongos, cultivos de células
eucariotas, plantas, insectos y mamiferos (OECD, 2009; Silbergeld, 2012). Se proponen mas de
200 ensayos de genotoxicidad, de los cuales se obtiene mucha informacion importante
(Silbergeld, 2012).

2.7. Efectos adversos de las mutaciones

Las mutaciones se producen tanto en las células germinales como en las células somaticas
(Sudhir y Sankar, 2002). Las consecuencias de una y otra son distintas, en términos de la
poblacién y del individuo. Los cambios que se generan en los gametos provocan esterilidad en el
individuo portador o bien fijarse en el material genético, lo cual se traduce en cambios heredables
(mutagénesis) (Croce, 2008).

Si las mutaciones se producen en células somaticas el individuo puede desarrollar enfermedades,
0 bien iniciar el proceso canceroso (carcinogénesis) (Sudhir y Sankar, 2002; Croce, 2008). Los
cambios genéticos también pueden provocar durante el desarrollo embrionario alteraciones en el

embridn, proceso que se conoce como teratogénesis (Figura 3).
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Efectos adversos de las mulaciones
Células

Somalicas Germinales

SIN )/

Enfermedades Fmbrién  Esterilidad

g Alteraciones

expuesto genélicas
Cancer

Carcinogénesis ~ Teralogénesis Mutagénesis

Figura 3. Efectos adversos de las mutaciones.

2.8. Los agentes genotoxicos y el daiio genético

La induccion de dafio genético por exposicion a agentes genotoxicos es un proceso que se realiza
en varios pasos (Negrini y col., 2007). Durante el proceso, el agente xenobidtico ingresa al
organismo, se absorbe, se distribuye y atraviesa las membranas (Troyer, 2009). Una vez dentro
de la célula, el agente quimico puede ser reactivo por si mismo (de accion directa), o bien puede
ser activado por las enzimas metabdlicas, en cuyo caso es de accion indirecta y se llama
promutdgeno. Se da entonces la interaccion con el ADN, que puede ser reparada eficiente o
ineficientemente, de manera tal, que el dafio genético inicial se fijara o no, expresandose en las
diferentes estirpes celulares (Griffiths y col., 2008; Troyer, 2009), tal como se muestra en el

esquema de la Figura 4.

Apenle penoldzico

Agenle direclo Agenle indireclo {melabolisma)

Inleraceidn eon f ADN

ot hednte
ADK no allerada Daha genélico
Célulaz somélicas Células germinales
Cancer Alleracién heredable

Figura 4. Los agentes genotdxicos y el dafio genético inducido.

15

Dr. MVZ Daniel Francisco Arencibia Arrebola, MSc.



Evaluacion de la eficiencia de biomodelos murinos en los ensayos de genotoxicidad y antigenotoxicidad

2.9. Metabolismo de los agentes genotoxicos

En realidad, la gran mayoria de los agentes genotdxicos son inertes en los seres vivos. Es a través
de las enzimas metabdlicas que las genotoxinas se biotransforman a productos mas reactivos, o
electrofilicos, capaces de interactuar con diversas macromoléculas celulares, tales como las
proteinas y los acidos nucleicos (Klug y col., 2006; Brown, 2008).

Los procariontes son incapaces de bioactivar promutigenos, y entre los eucariontes existen
diferencias importantes en cuanto a la capacidad metabdlica; ya que cada especie desplegd
durante la evolucion un grupo particular de enzimas para neutralizar los efectos nocivos de las
toxinas naturales de origen vegetal. De hecho, las enzimas metab6licas muestran diferencias
considerables en los diferentes drganos del individuo, entre los individuos de la misma especie y
entre las diferentes especies. La actividad enzimatica varia en el individuo y depende de la edad,
el sexo, factores nutricionales, niveles hormonales y otros factores biologicos (Klug y col., 2006;
Brown, 2008; Lewin, 2008).

En principio, el conjunto de enzimas de los eucariontes hidroliza, oxida y reduce compuestos
extrafos, reacciones que se llevan a cabo en el sistema de citocromos P-450 que se encuentran en
el citoesqueleto y en el reticulo endoplasmico de las células con nucleo (Donato, 2006). Los
productos intermedios que se generan en ocasiones se conjugan con proteinas, y forman
compuestos altamente reactivos (Foijer y Te Riele, 2006). En las células eucariotas existen
numerosas enzimas que activan a los promutagenos, pero también otras enzimas que desintoxican
e inactivan a los productos intermedios; el equilibrio entre estas dos funciones celulares es el que
en ultima instancia determina el potencial genotoxico del promutageno (compuesto quimico
inerte que requiere ser metabolizado, transformandose asi en un compuesto electrofilico y por lo
tanto reactivo) (Tirunilai, 2012; Stuart, 2013).

En la Figura 5 se muestra la activacion inicial de algunos promutagenos. Muchos de ellos pasan
por diversos procesos metabdlicos, que generan varios productos intermedios. EI compuesto
electrofilico terminal es el que va a interactuar con los atomos nucleofilicos del ADN (los sitios
nucleofilicos de las bases nitrogenadas son los centros que pueden ser atacados por moléculas

electrofilicas, por ejemplo el nitrégeno 7 y el oxigeno 6 de la guanina) (Repetto y Repetto, 2009).
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Figura 5. Activacion metabdlica de algunos promutagenos.
Es importante mencionar que existen también compuestos quimicos que no son carcindgenos,
pero que potencian el efecto de carcin6genos. Estos agentes quimicos se llaman cocarcindgenos y
suelen actuar en la etapa de promocion tumoral (Tirunilai, 2012; Stuart, 2013).
2.10. Interacciones con el ADN
Los productos reactivos que se generan a traves del metabolismo interactdan con el acido
desoxirribonucleico, produciéndose lesiones premutagénicas, o aductos, que en muchos casos se
fijan y producen mutaciones puntuales en el ADN (Thirumulu y Ikehara, 2011; Tirunilai, 2012;
Dricu, 2012; Cooper y Chen, 2012; Gowder, 2012), tales como sustituciones de bases,
transiciones y transversiones, o bien mutaciones de corrimiento de marco de lectura (Tirunilai,
2012; Amr El-Missiry, 2012; Mishra, 2012).
Sin embargo, en muchos casos, las lesiones premutagénicas son eficientemente reparadas por
enzimas que funcionan en los organismos para mantener la integridad y fidelidad de los acidos
nucleicos. Se piensa que las enzimas que intervienen en los procesos de reparacion aparecieron
pronto en la evolucion, ya que estan presentes en las bacterias (Thirumulu y lkehara, 2011;
Tirunilai, 2012; Dricu, 2012; Cooper y Chen, 2012; Gowder, 2012).
Los mecanismos de reparacion funcionan antes o después de la replicacion del ADN. Su
eficiencia varia, ya que pueden reparar eficientemente, es decir, sin errores, situacion que se

presenta cuando la exposicién a agentes genotoxicos es baja; o bien reparar de manera
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ineficiente, promoviendo errores en el ADN, lo que depende de la saturacion del primer
mecanismo y que generalmente ocurre cuando hay exposiciones altas (Thirumulu y Ikehara,
2011; Tirunilai, 2012; Dricu, 2012; Cooper y Chen, 2012; Gowder, 2012).

Sin embargo, ambos mecanismos se afectan por numerosas variables ademas de la exposicion.
Dependen también de la estructura quimica del mutageno, del tipo de aducto formado y de la
cantidad de dafo que se indujo (Amr El-Missiry, 2012; Mishra, 2012).

2.11. Los compuestos quimicos genotoxicos

A partir de la Revolucion Industrial del siglo XV1II se comenzo a producir en grandes volimenes
no s6lo maquinaria, sino diversos productos quimicos, de manera tal que hoy dia se calcula que la
industria genera alrededor de 100 000 productos que se utilizan ampliamente, y que ingresan al
mercado cada afio cerca de 2 000 productos nuevos (Amr El-Missiry, 2012; Mishra, 2012).
Muchas de estas sustancias tienen un potencial reactivo al ponerse en contacto con los seres
Vivos.

Desde el punto de vista genotdxico se valoran alrededor de 10 000 sustancias quimicas y los
resultados indican que cerca de 1 000 son genotdxicas. También se identifican entre estos agentes
quimicos a grupos capaces de interactuar en las células con macromoléculas vitales, entre los que
se incluyen a los pesticidas, los metales, los aditivos de alimentos y los derivados de la
combustion incompleta de productos energéticos, como el carbon y las gasolinas (Amr El-
Missiry, 2012; Mishra, 2012).

En el caso en particular de los metales se destaca el cromo, siendo un metal esencial en
cantidades muy pequefias para los seres vivos; en el organismo se transforma de cromo VI a
cromo Ill. En cantidades elevadas este metal interacta con los acidos nucleicos y produce micro
y macrolesiones, sarcomas, carcinomas Yy adenocarcinomas (Amr El-Missiry, 2012; Mishra,
2012).

El plomo es un metal que se encuentra en la atmosfera en cantidades elevadas, sobre todo en
zonas urbanas. En forma orgénica, como el tetraetilo de plomo, se utiliza como antidetonante
para las gasolinas en los vehiculos de combustion interna. EI metal interfiere con la biosintesis
del grupo hemo de las hemoglobinas, ya que compite con el hierro, que es el metal caracteristico
del grupo y se incorpora en su lugar (Thirumulu y Ikehara, 2011; Tirunilai, 2012; Dricu, 2012;
Cooper y Chen, 2012; Gowder, 2012).
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El mercurio es eficientemente transformado en los seres vivos, y tiende a acumularse en la
cadena alimenticia. Se conocen varios casos de intoxicacién en humanos por metil-mercurio,
debidos al consumo de pescados contaminados (Silbergeld, 2012). En la Tabla 1 se muestran los
efectos genotoxicos de algunos metales pesados.

Tabla 1. Algunos metales pesados y sus efectos genotoxicos en los seres vivos.

Metal Efecto genotoxico
Arsénico Céncer de piel, efectos sobre la reproduccién, mutagénico.
Cadmio Mutagenico, sarcomas.

Cromo Céncer pulmonar, mutagénico.

Niquel Carcinoma nasal, mutagénico.

Plomo | Anemia, linfomas, carcinomas y sarcomas renales, mutagénico.

El alimento que a diario se consume es una mezcla compleja de sustancias, donde coexisten
mutégenos y antimutagenos, de origen tanto natural como artificial (residuos de pesticidas), asi
como algunos otros compuestos que se afiaden intencionalmente con el propdsito de conservar el
alimento, y que en principio no tienen valor nutritivo (Silbergeld, 2012).

Por lo general, los aditivos de alimentos no representan un grupo de sustancias que provoguen
dafios mayores que los productos naturales encontrados en los alimentos. Si bien es cierto que
debe probarse su toxicidad antes de exponer a los seres humanos a ellos, también se conoce que
es muy dificil reproducir con animales de laboratorio condiciones tales como dosis, tiempo de
exposicion y consumo a los que el hombre se somete (Silbergeld, 2012).

2.12. Los productos naturales (mezclas complejas)

La gran variedad de carcin6genos naturales o sintéticos que existen en el ambiente se encuentran
formando mezclas complejas (Camean y Repetto, 2007; Repetto y Repetto, 2009; Mishra, 2012;
Limén y col., 2013). La produccion y uso de compuestos organicos sintéticos tales como los
plasticos, farmacos y pesticidas, asi como la produccion y uso de fuentes variadas de energia y la
movilizacion de sustancias naturales generan problemas que hoy dia se consideran globales. A
esto se suma el calentamiento de la Tierra, efecto invernadero, la destruccion de la capa de ozono,
la lluvia acida, la desertificacion de los pulmones naturales, y por ultimo, la distribucion ubicua

de compuestos carcinogénicos (Repetto y Repetto, 2009; Mishra, 2012).
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En las mezclas complejas, los compuestos quimicos pueden interactuar por suma, generdndose
una potenciacion, o bien de forma antagonica, la que se traduce en una disminucién o cancelacion
total de efecto (Repetto y Repetto, 2009; Mishra, 2012).

Los efectos biolégicos y genéticos de los carcindgenos se determinan en el laboratorio al emplear
organismos de prueba, pero aun se desconocen las consecuencias que a largo plazo puedan
producir en los seres humanos los compuestos quimicos y sus mezclas presentes en la biosfera
(Andrade y col., 2007; Repetto y Repetto, 2009; Mishra, 2012).

2.13. Ensayos de genotoxicidad. Generalidades

Con la excepcion de algunos virus, el material genético de todos los organismos es el acido
desoxirribonucleico, el cual se presenta en forma desnuda (procariontes) o asociado a proteinas
(eucariontes). Las mutaciones son eventos que en principio pueden detectarse en todos los
organismos (Mishra, 2012). El significado de una respuesta mutacional es méas evidente en los
organismos cuya genética se conoce extensivamente, ya que la respuesta puede representar uno o
varios tipos de alteraciones genéticas (Mishra, 2012).

La mutacion es por lo tanto un error y consiste en diferentes tipos de cambios del material
genético. La severidad de la mutacion dependera tanto de la importancia del gen alterado como
de la naturaleza misma de la mutacion. Por lo tanto, los diferentes sistemas de prueba deben
detectar todo tipo de mutaciones, incluyendo aquellas que tienen efectos menores sobre la
funcion génica (Tornaletti y Pfeiffer, 1996; Mishra, 2012).

Los tipos de mutaciones que requieren ser detectadas, aunque no necesariamente de manera
simultanea son:

1) Las mutaciones génicas, como sustituciones de pares de bases, adiciones o supresiones. Las
adiciones y supresiones pueden inactivar a un gen, lo que dependera de la naturaleza misma del
gen que se trata. Sin embargo, este tipo de alteraciones permiten al individuo sobrevivir y
reproducirse, con lo cual las mutaciones génicas se establecen y se heredan a las siguientes
generaciones (Tornaletti y Pfeiffer, 1996; Mishra, 2012).

2) Las alteraciones en la integridad del ADN. Estas se miden a través de la formacion de aductos
(lesiones premutagénicas), ligamientos cruzados intra e interbanda y rompimientos de una o dos
hebras. Estas alteraciones pueden repararse enzimaticamente, y si esto ocurre no constituyen

mutaciones heredables (Thirumulu y lkehara, 2011; Tirunilai, 2012; Cooper y Chen 2012;
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Mishra, 2012).

3) Los cambios en la segregacion cromosdmica, lo que provoca cambios numéricos que
comunmente ocasionan una falta de equilibrio genético drastico, y letalidad en las etapas
tempranas del desarrollo (Thirumulu y lIkehara, 2011; Tirunilai, 2012; Cooper y Chen 2012;
Mishra, 2012).

4) Los cambios en la integridad cromosémica o estructural, que consisten en supresiones,
duplicaciones, inversiones y translocaciones. Las supresiones pequefias, en condicidn
homocigética (alelos idénticos), y las grandes, en condicion heterocigética (alelos distintos), son
deletéreas y provocan desde el desarrollo de enfermedades genéticas en los individuos afectados
hasta letalidad (Thirumulu y Ikehara, 2011; Tirunilai, 2012; Cooper y Chen 2012; Mishra, 2012).
Los rearreglos estructurales pueden detectarse citologicamente, ya que comprenden porciones
grandes de los cromosomas, y en organismos de bioensayo adecuados pueden detectarse cambios
en las relaciones de ligamiento (Thirumulu y Ikehara, 2011; Tirunilai, 2012; Cooper y Chen
2012; Mishra, 2012).

De los sistemas a pruebas mas comunmente empleados se encuentran los que detectan
mutaciones, rompimientos cromosdémicos (clastogenia) y recombinacion mitética (recombinacion
en células somaticas), por varias razones: deteccion de mutaciones en células germinales,
prediccion de la carcinogénesis, investigacion de las propiedades bioquimicas de los compuestos
y para cumplir con los reglamentos de los organismos reguladores (OECD, 2009). Estos sistemas
son:

1) Microorganismos. Detecta alteraciones heredables.

2) Prueba microsomal. Tecnologia in vitro que permite la activacion de promutadgenos en
presencia de organismos indicadores (como Salmonella).

3) Prueba de micronicleos. Los fragmentos cromosémicos 0 cromosomas con centromero
inactivado no se incorporan a las células hijas (OECD, 1997; Jia, 2003; LeBaron y col., 2013).

4) Prueba del locis especifico. Método para detectar y medir las proporciones de mutacion en un
locus recesivo.

5) Dafio al ADN. Detecta rompimientos en una hebra, ligamientos cruzados inter o intrabanda, y
otros (Azqueta y col., 2009; Lamadrid y col., 2011; Carvalho y col., 2011).

6) Reparacion del ADN. Rastrea la reparacion del ADN.
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7) Sintesis no programada de ADN. Detecta la sintesis de ADN durante fases no sintéticas.

8) Inhibicion del ADN. Detecta la inhibicion en la sintesis del ADN.

9) Conversidn génica. Se recobran marcadores desiguales que resultan del intercambio durante la
recombinacion.

10) Recombinacion mitotica. Pérdida de la heterocigosis y recombinacion intragénica (dentro del
gen).

11) Anaélisis citogenetico. Células o lineas celulares en cultivo para determinar aberraciones
cromosomicas (Gamez y col., 2010; Gamez y col., 2012).

12) Intercambio de cromatidas hermanas. Detecta el intercambio de ADN en cromosomas en
metafase entre los productos de réplica en loci homdlogos.

13) Pérdida de cromosomas y no disyuncion. Mide la falta de separacion de cromosomas durante
la mitosis o la meiosis (OECD, 1997a; 2009).

14) Mutaciones en células sométicas de mamiferos. Utiliza la induccion y aislamiento de genes
en células de mamiferos en cultivo, identificando los cambios genéticos.

15) Prueba de letales dominantes. Mide los cambios genéticos inducidos de manera dominante,
gue matan al cigoto. En mamiferos, la reduccién en el tamafio de la camada, al medir y contar el
numero de implantes que sobreviven (Hernandez y Rosario, 2010).

16) Prueba via el hospedero. Usa dos especies diferentes, como mamiferos y bacterias, para
detectar cambios heredables que se establecen por la conversion metabdlica de los agentes
quimicos que se administran en una especie huésped de mamifero.

17) Morfologia del esperma. Apariencia anormal del esperma (Wyrobek y Bruce, 1975; Obidike
y col., 2007; Dominguez y col., 2009).

18) Prueba de translocaciones heredables. Transmision de una translocacion de una generacion a
la siguiente.

19) Transformacion oncogénica. Utiliza criterios morfologicos para detectar diferencias
citologicas entre celulas normales y tumorales.

20) Capacidad inhibidora de los fagos. Emplea una bacteria lisogénica (bacteria que lleva un fago
temperado) para detectar cambios en las caracteristicas genéticas de no infecciosos a infecciosos.
21) Analisis de fluidos corporales. Usa dos especies; la sustancia se administra al hospedero, del

cual se toma y se prueba in vitro, midiéndose la tasa de mutacion en la especie receptora.
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2.14. Estrategias regulatorias para ensayos de genotoxicidad

Los estudios mutagénicos y genotdxicos en la toxicologia experimental, se realizan cuando se
conoce la toxicidad aguda potencial del producto a evaluar en dos especies y por al menos dos
vias, la que se propone para su uso en humanos y otra que por lo general es la via intraperitoneal
(Gamez y Mas, 2007). Las autoridades regulatorias como la Conferencia Internacional sobre la
Armonizacion (ICH), Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo (OECD) y la Agencia
para la Proteccion del Ambiente en Estados Unidos (EPA), exigen un ensayo in vitro que
determine dafio a nivel de genes, de eleccion el ensayo de Ames, y un ensayo in vivo que
determine dafio a nivel de los cromosomas, de eleccion el ensayo de micronucleos en médula
Osea de ratones para realizar la solicitud de ensayo clinico fase I, en voluntarios sanos (OECD,
1997; 2009).

En los farmacos que se van a administrar por largos periodos de tiempo en el humano sea de
forma preventiva o terapéutica, se deben realizar estudios de carcinogénesis y al estar
estrechamente relacionados estos dos tipos de evaluaciones, ya que por lo general, la mayoria de
las sustancias que son genotoxicas constituyen una fuente importante de sustancias cancerigenas,
es necesario que se determine el dafio a todos los niveles de organizacion del material genético
(Gamez y Maés, 2007; Mishra, 2012).

1. Dafio directamente al ADN.
Segmento (). Dafio.en la
estructura primaria del ADN.

Bateria de Ensayos Genotéxicos
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Figura 6. Bateria de ensayos genotoxicos.
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Existe una gama de ensayos genotoxicos a utilizar de forma estratégica y sensata, lo més
conveniente segun las propiedades del producto a evaluar y las condiciones de equipamiento, las
cuales incluye: personal calificado, materiales, medios, disponibilidad de equipamiento,
experiencia en la técnica evaluativa y en la interpretacion cientifica. De esta forma se podra dar
una explicacion real y veraz a los resultados obtenidos. En la Figura 6 se muestran los ensayos
que mas se utilizan y el nivel de dafio que determinan. Dado que la mayoria de estos ensayos son
bastante caros, es conveniente elegir cual realizar.

2.14.1. Estudios mutagénicos y genotoxicos in vitro mas utilizados

El primer paso para realizar los estudios de evaluacion genotoxica es la ejecucion de ensayos in
vitro que permiten 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, los cuales son inducidos por compuestos
quimicos o fisicos que abundan en el ambiente (Gamez y col., 2010; 2012; Mishra, 2012).

La evaluacion genotdxica para compuestos de nueva sintesis y fitofarmacos es de caracter
obligatorio a nivel internacional (OECD, 2009). La diversidad de efectos deletéreos a los que esta
expuesto el material hereditario es imposible de detectar a través de un Unico sistema de ensayo.
El amplio espectro de mutaciones que pueden originarse no se abarca en un ensayo aislado y
ofreceria un resultado poco preciso (Mishra, 2012). Resulta imprescindible usar un grupo de
ensayos in vitro € 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 hacia los
posibles efectos en el hombre (Gamez y Mas, 2007; Croce, 2008; Mishra, 2012).

Entre estos ensayos se encuentra el de Ames el cual permite definir un dafio existente o no a nivel
de genes, se utilizan cepas de Salmonella typhimurium, construidas por ingenieria genética,
capaces de detectar compuestos que causan mutaciones génicas por dislocamiento del marco de
lectura o por sustitucion de pares de bases del ADN (Mosley y col., 2007). Para la deteccion de
sustancias promutagenicas, se incluye al ensayo la fraccion microsomal de higado de rata, un
sistema de activacion metabdlica, que permite la evaluacion de metabolitos de la muestra

problema (Di Giorgio y col., 2011). Diferentes cepas de S. typhimurium auxotroficas a histidina

24

Dr. MVZ Daniel Francisco Arencibia Arrebola, MSc.



Evaluacion de la eficiencia de biomodelos murinos en los ensayos de genotoxicidad y antigenotoxicidad

son expuestas a una muestra con y sin activacion metabolica y plagueadas en agar medio minimo
con histidina/biotina. Dada la composicién del medio de cultivo, se forman colonias con las
células prototréficas a histidina (his-), procedentes de mutaciones espontaneas u originadas de
mutaciones que induce la muestra problema (Mosley y col., 2007; Di Giorgio y col., 2011).

Otro ensayo in vitro con gran éxito de uso es el ensayo de aberraciones cromosomicas en cultivo
de linfocitos de sangre periférica humana, el cual permite detectar agentes que provocan
aberraciones cromosémicas estructurales en células de mamifero en cultivo, por lo que es capaz
de determinar dafio a nivel de cromosomas (Kramer, 2000; Gamez y col., 2010; 2012). Las
aberraciones estructurales pueden ser cromosémicas o cromatidicas (Kramer, 2000; OECD,
2009). La mayoria de los mutagenos quimicos dan lugar a aberraciones cromatidicas, aunque
también pueden producirse aberraciones cromosémicas. Un aumento de la poliploidia puede
indicar que una sustancia quimica es capaz de inducir aberraciones numéricas (Kramer, 2000;
OECD, 2009). No obstante, el presente metodo no se valido para medir aberraciones de ese tipo
ni se emplea habitualmente con ese fin. En este ensayo se emplean cultivos de lineas celulares
establecidas, estirpes celulares o cultivos de células primarias (Chen y col., 2011). Las células se
seleccionan sobre la base de su capacidad de crecimiento en cultivo, la estabilidad cariotipica, el
nimero y la diversidad cromosoémica y la frecuencia de las aberraciones cromosémicas
esponténeas.

En los ensayos in vitro suele ser necesario emplear un sistema de activacion metabdlica exdgena,
si bien éste no puede reproducir todas las condiciones que se dan in vivo en los mamiferos
(Gamez y Mas, 2007). Deben evitarse las circunstancias que puedan conducir a resultados
positivos que no reflejen la mutagenicidad intrinseca sino que se deban a cambios en el pH, la
osmolaridad o altos grados de citotoxicidad (OECD, 2009).

2.14.2. Estudios genotéxicos in vivo mas utilizados

AUn los ensayos in vivo son de gran utilidad y hasta el momento no se sustituyen por métodos
alternativos en la toxicologia experimental, no obstante se destaca el avance de técnicas que cada
dia van encaminadas a realizar un uso racional de los animales en las investigaciones, dentro de
estas se destacan el principio de las “3R”, llamadas Refinamiento, Reduccion y Reemplazo.
Dentro de los ensayos in vivo que mas se utilizan se encuentra el ensayo cometa, el cual permite

definir si una sustancia dada es capaz de alterar la estructura primaria en el ADN (Azqueta y col.,
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2009), ensayo que aun no estd validado pero se utiliza en este campo como primario y pivote.
Otro ensayo in vivo y quizas el mas clasico lo constituye el de micronutcleos en médula 6sea
donde se determina el dafio a nivel de cromosomas (LeBaron y col., 2013). Ademas se utiliza el
ensayo de aberraciones cromosomicas en células hematopoyéticas de roedores; pero en poca
medida por lo costoso que suelen ser los reactivos y las técnicas que son mas especiales que el de
micronucleos. Por Gltimo, se utiliza el ensayo de la morfologia de la cabeza del espermatozoide el
dafio a nivel celular. Este ensayo es necesario realizarlo en dos especies (OECD, 2009).

- Ensayo de electroforesis alcalina de células individuales en leucocitos de sangre periférica de
roedores (Ensayo cometa)

Este ensayo permite detectar un dafio existente o no en la estructura primaria del ADN, tanto en
la variante in vivo como en la in vitro. Las rupturas de simple cadena y la formacion de sitios
labiles al alcali en el ADN son pardmetros que se utilizan ampliamente para la deteccion de
genotoxicidad y se demostrd sus implicaciones en enfermedades degenerativas y el cancer. En
1988 Singh y colaboradores desarrollaron la variante alcalina de la electroforesis de células
individuales (ensayo cometa), para la deteccion de este tipo de dafio proporcionando por primera
vez, datos a nivel de célula individual siendo mas rapido, sensible y econdémico, con respecto a
otros estudios genotoxicoldgicos como: intercambio de croméatidas hermanas, elusion alcalina y
el ensayo de micronucleos (Lillford y col., 2010; Vasquez, 2010; Bowen y col., 2011).

El ensayo cometa in vivo consiste en embeber las células en agarosa de bajo punto de fusién para
formar un microgel, someterlas a lisis para remover todas las proteinas celulares y permitir el
posterior desenrrollamiento por la interrupcion de los enlaces por puentes de hidrégeno entre las
dobles cadenas del ADN bajo condiciones alcalina/neutras (Lillford y col., 2010; Vasquez, 2010;
Bowen y col., 2011). A pH>13 los sitios labiles al alcalis (SLA) como los sitios apurinicos se
transforman rapidamente a rupturas de simple cadena. El uso de este pH permite maximizar la
expresion de los SLA a rupturas de simple cadena (Lee y Steinert, 2003; Collins, 2004).
Seguidamente al someter al ADN desenrollado a una electroforesis en tampon alcalino, proceso
durante el cual los fragmentos negativamente cargados de ADN (ADN dafiado) o cromatina
relajada migran fuera del nacleo en direccion al &nodo para formar un halo, donde se aprecia una
estructura parecida a la de un cometa, al tefiir el ADN luego de la electroforesis. Las células con

un aumento de su ADN dafiado muestran un incremento de la migraciéon microsomal del ADN
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siendo los rompimientos de doble cadena los causantes de mayor frecuencia de migracion del
material genético. Las células controles tienen un bajo nimero de roturas, estas exhiben cometas
de nivel 0 de acuerdo con la clasificacién del grado de dafio al ADN. En dichas células el ADN
tiene cierta migracion (Lee y Steinert, 2003; Collins, 2004), encontrdndose un 10% de este en la
cola (Duez y col., 2003; Hartmann y col., 2003).

Para detectar y cuantificar el dafio al ADN este puede ser tefiido con diferentes agentes como el
nitrato de plata, los agentes fluorescentes son los mas cominmente utilizados. La eleccion de uno
u otro depende de las necesidades especificas de cada investigador (Duez y col., 2003; Hartmann
y col., 2003).

- Ensayo de microndcleos en eritrocitos de médula 6sea de roedores

El hallazgo de la presencia de micronucleos en eritrocitos como medida para determinar
sustancias que dafian el ADN vinculados a la genotoxicidad fue desarrollado por Schmid, 1975.
El ensayo in vivo de microndcleos en mamiferos se emplea para detectar lesiones que provoca la
sustancia investigada en los cromosomas o el aparato mitotico de eritroblastos mediante el
analisis de eritrocitos tomados de la médula 6sea y/o la sangre periférica de animales (por lo
general roedores), por ende determina dafio en los cromosomas en un sistema vivo.

Tiene por objeto determinar las sustancias que ocasionan lesiones citogenéticas que dan lugar a la
formacion de microndcleos durante la division celular como fragmentos de cromosomas o
cromosomas enteros retardados (Hayashi y col., 1994; Yigiang y col., 2005; Mazumdar y col.,
2011; Carvalho y col., 2011; Di Giorgio y col., 2011; Bowen y col., 2011; LeBaron y col., 2013).
Cuando los eritroblastos de la médula 6sea se transforman en eritrocitos policromaticos, el nicleo
principal es expulsado y el micronicleo, en caso de haberse formado, puede permanecer en el
citoplasma, que de lo contrario quedaria anucleado (Hayashi y col., 1994; Carvalho y col., 2011;
Di Giorgio y col., 2011; Bowen y col., 2011; LeBaron y col., 2013). Resulta més facil visualizar
los microndcleos en estas células, pues carecen de ndcleo principal. EI aumento de la frecuencia
de microndcleos en los eritrocitos policromaticos de animales tratados es indicativo de la
existencia de lesiones cromosomicas inducidas (Hayashi y col., 1994; LeBaron y col., 2013).

En este ensayo se emplea habitualmente médula 6sea de roedores, pues es en ese tejido donde se
forman los eritrocitos policromaticos. La deteccidon de eritrocitos inmaduros policrométicos

micronucleados en sangre periférica también se lleva a cabo en otras especies en las que se
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demuestre que el bazo no es capaz de eliminar los eritrocitos con micronicleos o que son
suficientemente sensibles para detectar agentes que provocan aberraciones cromosdmicas
numéricas o estructurales. EI pardmetro principal es la frecuencia de eritrocitos inmaduros
policromaticos micronucleados (Hayashi y col., 1994; Carvalho y col., 2011; Di Giorgio y col.,
2011; Bowen y col., 2011; LeBaron y col., 2013).

- Ensayo de aberraciones cromosomicas en células de la médula dsea de roedores

Si bien los cambios cromosémicos numeéricos y estructurales constituyen un importante
mecanismo en la evolucion de las especies debido a las modificaciones que producen en el
nimero o el ordenamiento de los genes, estos pueden originar también considerables
repercusiones negativas. Entre las mas importantes estan la pérdida de la viabilidad celular,
cambios fenotipicos en el organismo o en la descendencia, retardo mental, malformaciones
congénitas, infertilidad y cancer como se observa en la especie humana (Tice y col., 1994;
Preston y col., 1999; Kramer, 2000). Se conoce con exactitud la relacion entre la exposicion a
sustancias genotoxicas, ya sea de forma ocupacional, accidental o por estilos de vida (habitos), y
el incremento del riesgo de padecer cancer (Tice y col., 1994; Preston y col., 1999; Kramer,
2000; Yigiang y col., 2005; Mazumdar y col., 2011).

El ensayo citogenético in vivo de aberraciones cromosdmicas es un ensayo de mutagenicidad a
corto plazo, de gran sensibilidad, util para detectar fundamentalmente aberraciones
cromosémicas estructurales en condiciones que involucran la respuesta in vivo, y que pueden
variar segun la especie y el tejido, descrito por primera vez por Legator y col., (1969). La mayor
parte de las aberraciones inducidas por mutagenos quimicos son de tipo cromatidico (Tice y col.,
1994; Preston y col., 1999; Kramer, 2000).

La ocurrencia de aberraciones cromosomicas (AC), generalmente se evalUan durante la primera
mitosis consecutiva al tratamiento. En este ensayo se utilizan células de médula 6sea de roedores
expuestos a las sustancias de ensayo. El tejido diana es la médula Osea por estar mas
vascularizado y por contener una poblaciéon de células de ciclo muy corto las cuales pueden
aislarse y tratarse con facilidad. Antes de someter a los animales a la eutanasia, se tratan por
medio de sustancias como la colchicina, que actian como inhibidores del huso mitotico, con el
fin de acumular las células en una fase de mitosis del tipo metafasico. A partir de las células se

efectan preparaciones de cromosomas que son secadas y luego tefiidas; a continuacion se
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analizan las metafases en el microscopio para observar las aberraciones cromosémicas (Tice y
col., 1994; Preston y col., 1999; Kramer, 2000).

- Ensayo de la morfologia de la cabeza del espermatozoide en roedores

El ensayo de la morfologia de la cabeza del espermatozoide determina la induccion de dafio a
nivel de las células germinales en el macho, el cual en ocasiones se recomienda incluir dentro de
estudios toxicoldgicos de larga duracion en los cuales la sustancia a investigar se administre por
periodos superiores a un ciclo espermatico completo. Dentro de los ensayos de genotoxicidad
dada por su gran sensibilidad, esta herramienta permite evaluar cambios en la concentracion
espermética, asi como el aumento de la frecuencia espontanea de cabezas de espermatozoides
morfoldgicamente anormales, ya que es capaz de detectar el dafio irreversible que queda fijado
por un periodo de tiempo relativamente largo (Wyrobek y Bruce, 1975; Obidike y col., 2007;
Wakui y col., 2007; Dominguez y col., 2009).

Entre los sistemas que se emplean para evaluar los dafios ocurridos en las células germinales se
encuentra el ensayo basado en los criterios morfologicos de Wyrobek y Bruce., (1975), lo cual
permite el estudio y la clasificacion de la cabeza del espermatozoide al incluir dentro de las
clasificaciones, cabezas normales, anormales y dentro de este Gltimo los que tienen morfologia en
forma de banana, amorfos, sin gancho y con dos colas (Wyrobek y Bruce, 1975; Obidike y col.,
2007; Wakui y col., 2007; Dominguez y col., 2009).

El esquema desarrollado por Wyrobek y Bruce, 1975, establece 5 administraciones en dias
alternos o sucesivos y posteriormente, establecer un tiempo de reposo o sin administrar hasta
llegar al total de dias que dura la espermatogénesis en la especie roedora que se utilice. Si
embargo, muchos autores establecen que es mas apropiado en caso de productos naturales y otros
administrar de forma cronica el producto durante toda la espermatogénesis, e incluso se ha
aprobado protocolos donde este estudio es incluido dentro de ensayos de toxicidad crénica con
administraciones por via oral por 12 meses (Kempinas y col., 1988; Obidike y col., 2007).
Constituye una desventaja del disefio de administraciones planteado por Wyrobek y Bruce.,
(1975), el ser administrado el producto solo en 5 veces en dias alternos, pues de esta forma solo
se evalua el efecto subagudo a la exposicion de la sustancia evaluada y no establece efectos
cronicos.

Se puede realizar lo mismo en ratones que en ratas, tanto en una especie como en la otra, la
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sustancia a evaluar se administra a los animales por un ciclo espermatico completo que en el
raton corresponde a un tiempo de 35 dias y en la rata de 52 dias (Kempinas y col., 1988; Shayne,
2007).

2.15. Mutagenos controles positivos mas utilizados en ensayos de genotoxicidad in vivo y su
mecanismo mutagénico

2.15.1. Ciclofosfamida

La ciclofosfamida (CF) es un citostatico potente que pertenece al grupo de los alquilantes de
base, su uso como control positivo se evalia ampliamente en los ensayos de genotoxicidad y
mutagenicidad (Mani y col., 1995; Porter y Singh, 1998; Matuo y col., 2007). Se conoce que este
mutéageno no tiene especificidad por alguna fase del ciclo en particular, actla sobre cualquiera de
ellas con excepcion de la Go (Prieto y col., 1999; Chahoud y col., 2002). Estos agentes poseen
grupos quimicos en su estructura que tienen la propiedad de unirse en forma covalente con
elementos nucleofilicos de las células, al reemplazar un atomo de hidrdégeno por un grupo alquilo
en la molécula del ADN. Generalmente en el nitrégeno 7 de la guanina (Mani y col., 1995; Porter
y Singh, 1998; Prieto y col., 1999; Chahoud y col., 2002; Matuo y col., 2007).

La mayoria de los agentes alquilantes como la CF se consideran bifuncionales debido a que
poseen dos radicales activos que reaccionan con grupos intracadena que forman puentes con el
filamento molecular helicoidal que determinan la muerte celular. La actividad de la CF es
maxima durante la replicacion celular, cuando parte del ADN no esta apareado y es mas
susceptible a la alquilacion. Es por ello que la CF es més dafiina al ADN durante la fase de
division celular, pues es cuando los cromosomas de la célula estan mas expuestos a la accion de
agentes externos, por lo cual se analizan las células en metafase. Se trata de que las células a
analizar confluyan todas en una fase puntual de la division celular, en el caso de la mayoria de los
estudios realizados es en metafase (Mani y col., 1995; Porter y Singh, 1998; Prieto y col., 1999;
Chahoud y col., 2002; Matuo y col., 2007).

2.15.2. Bleomicina

Es el nombre genérico de un grupo de antibi6ticos polipeptidicos derivados de Streptomyces
verticillos. La bleomicina de uso clinico esta integrada por diversos componentes; la bleomicina
A supera el 55 % de la asociacion (Mani y col., 1995; Prieto y col., 1999; Bolzén y col., 2011).

El mecanismo de accion antitumoral de la bleomicina consiste en fragmentar las cadenas de
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ADN, dependiente de la interaccion de las moléculas de Oz del antibiotico con iones ferrosos o
clpricos. Cuando la bleomicina se intercala entre las cadenas del ADN, a merced del alto
contenido de Oz que tiene en su molécula y en presencia de agentes reductores, la bleomicina se
activa por la citocromo P-450 ejerciendo acciones enzimaticas oxidativas mediante la produccion
de radicales libres o perdxidos que poseen una potente actividad destructora del ADN. Las
células tumorales son més susceptibles a la bleomicina durante la proliferacion activa y se tardan
especificamente en su progresion a traves de la fase G del ciclo celular (Mani y col., 1995; Prieto
y col., 1999; Bolzan y col., 2011).

En clinica la principal via de aplicacion es la endovenosa, mientras que la subcutanea e
intramuscular son vias alternativas. En experimentacion la via i.p es la mas explotada pues es
menos invasiva puesto que no se debe administrar por via oral debido a la deficiente absorcion e
inactivacion intestinal y hepética. Una particularidad en la cinética de la bleomicina y que
probablemente influye en los mecanismos de resistencia a la misma, es la biotransformacion que
experimenta en las mayoria de los tejidos por la enzima bleomicina-hidrolasa, excepto en piel,
pulmédn y en ciertas neoplasias (Povirk y Austin, 1991; Bolzéan y col., 2008).

Las mayores concentraciones de bleomicina registradas en éstos tejidos posiblemente sean
consecuencia de carencias en la enzima antes citada. ElI farmaco desaparece rapidamente del
plasma. La excrecion renal alcanza el 60-70% en 24 horas (Prieto y col., 1999).

2.16. Biomodelos experimentales en ensayos de genotoxicidad, uso de diferentes especies
Como biomodelos en ensayos de genotoxicidad se utilizan con mayor eficiencia los roedores y
entre ellos los ratones y las ratas (Pfuhler y col., 2009). El uso de diferentes lineas de ratas y
ratones en los ensayos de genotoxicidad es cada dia mayor. Por esta razon, los resultados se
hacen cada ves menos comparables, cuando se necesita de la comparacion de sus resultados con
farmacos y/o principios activos reconocidos, que dentro de sus ventajas se establezca o proponga
un mayor margen de seguridad (Alamone y col., 1994; Hobbs y col., 2009; Recio y col., 2010;
Carvalho y col., 2011; Di Giorgio y col., 2011; Bowen y col., 2011; Thybauda y col., 2011;
LeBarony col., 2013).

En el caso en particular del ensayo de micronucleos hace varias décadas se publican resultados de
los indices de dafio espontaneos en biomodelos experimentales que incluyen diferentes lineas de

ratas y ratones, sin embargo, poco se conoce 0 no se establece que exista una diferencia de tasas
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de dafos espontaneos e inducidos que permita utilizar un biomodelo més sensible (Alamone y
col., 1994; Hobbs y col., 2009; Recio y col., 2010; Thybauda y col., 2011; LeBaron y col., 2013).
Para el caso del ensayo cometa, aberraciones cromosémicas y morfologia de la cabeza del
espermatozoide estas bases de datos aln no estan completas.

Existen evidencias de que las diferencias epigenéticas entre lineas de roedores de una misma
especie determinan la respuesta al medio ambiente, a los xenobidticos y al principio activo en
investigacion, sobre todo vinculadas a su metabolismo, producto al alto polimorfismo genético de
la enzima P-450 (Amri y col., 1986; Bell y col., 1993; Jana y col.,, 1998). Las técnicas
desarrolladas en la citogenética son igualmente utilizadas para determinar dafio al ADN por
sustancias toxicas como el ensayo de microndcleos, aberraciones cromosémicas y cometa.

Para evidenciar el estudio y la importancia de la diferenciacién epigenética entre lineas de
roedores se toman como referencia estudios donde se demostrd que estas diferencias determinan
que haya mayor o menor respuesta famacoldgica y/o fisioldgica a nuevos ingredientes activos
(Oyarzabal, 2011), como el peso corporal, estrés social, efecto antidepresivo por la prueba de
suspensién por la cola (Porsolt y col., 1978; Crusio y col., 1991; Crawley y col., 1997; Liu y
Gershenfeld, 2001; Ripoll y col., 2003; Bernardi y col., 2011). Por lo que el hecho de que las
diferencias epigenéticas entre lineas de roedores causa diferencias en las tasas de dafio al ADN no
es un tema totalmente novedoso.

También se estudié que la variacion genética de diferentes lineas de ratones evidencio diferencias
en la instauracion del desarrollo de la inflamacion aguda del pulmén (Almb y col., 2010).
Ademas las diferencias epigéneticas entre diferentes lineas de ratones determinan la respuesta
neuroldgica a diferentes farmacos, sobre todo en estudios de conducta animal que incluyen los
estudios de nado forzado y coordinacién del sistema locomotor (Vicens y col., 1999; Bearzatto y
col., 2005).

2.17. Biomodelos de antigenotoxicidad in vivo, situacién actual

Los biomodelos de antigenotoxicidad in vivo se utilizan poco, ain a varias décadas de haber sido
estudiado el primer modelo animal induciendo dafio al ADN, para porteriormente demostrar el
efecto o mecanismo reparador de determinados farmacos. Pero el principal problema no radica en
el uso o explotacion de estos modelos, sino que no existe una armonizacién a nivel regulatorio

que incluya la bateria de sustancias aprobadas a utilizar, la dosis, via y namero de exposicién. No
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existe en estos dias una sola regulacion que se dedique a estos ensayos.

Al ser el modelo animal un organismo en el cual intervienen varios sistemas de érganos, es decir
un modelo complejo, es dificil demostrar el efecto reparador al ADN de un nuevo farmaco una
vez que se indujo dafio con un mutageno, ademas el utilizar un solo mutageno hace estrecho el
criterio de cudles dafios al ADN es capaz de reparar la sustancia en estudio.

Por estas razones, la mayoria de las sustancias con efecto antigenotoxico comprobado se evaltan
en fase preclinica en ensayos in vitro al utilizar microorganismos sobre todo procariontes o lineas
celulares (Celikler y col., 2008; Blasi y col., 2012; Charoensin y col., 2013).

Estos modelos permiten el estudio de un efecto reparador en particular con uso de técnicas de
biologia molecular, ademas con el uso de estos ensayos se trata de conocer el mecanismo
reparador de dafio al ADN puntual o en algunos casos se logra conocer el efecto reparador por
mas de un mecanismo (Celikler y col., 2008; Tirunilai, 2012; Mishra, 2012; Blasi y col., 2012).
Este tipo de estudio se priorizan en los Gltimos afios, pues cada vez aumentan los efectos adversos
de los medicamentos antineoplasicos, por tanto, se priorizan las lineas de investigacion que
establecen la blsqueda de principios activos obtenidos de fuentes naturales que administradas
antes, coadministradas o post-administradas con el medicamento antineoplasico ayuden a
minimizar los efectos adversos a nivel del genoma (Celikler y col., 2008; Blasi y col., 2012; Diab
y col., 2012; Charoensin y col., 2013).

Se debe tener en cuenta, para inducir el dafio al ADN, la dosis farmacologica efectiva del
mutageno a utilizar, el nUmero de exposicién a la sustancia y por ultimo la via mas efectiva para
no lograr un efecto sistémico alto pero si a nivel de la célula diana a analizar segun el tipo de
ensayo antigenotoxico a utilizar (Diaz y col., 2008; Celikler y col., 2008; Blasi y col., 2012; Diab
y col., 2012; Charoensin y col., 2013).

2.18. Potencial farmacoléogico y toxicologico de derivados de Carapa guianensis

Carapa guianensis pertenece a la familia Meliaceae, es una planta medicinal muy popular en
varios paises del mundo; en Cuba se conoce como Cedro Macho.

La caracterizacion del aceite de la semilla de Carapa guianensis revelo la presencia de &cidos
grasos meristico, palmitico, oleico, linoleico, estedrico y 4&cido araquiddnico. Algunos
tetraterpenoides se aislaron de la semilla de Carapa guianensis, nombrados como, 6-alfa-acetoxi-

epoxiazadiradiona, 7-deacetoxina-7-oxogedunina, gedunina, andirobina, metil angolensatedina,
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1,3-di-benceno carbo amino-2-octadecilico acil-glicérido, &cido hexacosanoico 2,3-dihidroxi-
glicérido, é&cido wursolico, naringenina, escopoletina, 3,4-dihidroximetilbenzoato, 2,6-
dihidroximetilbenzoato, &cido tetratriacontanoico, acido triacontanoico, epoxiazadiradiona, 6-
alfahidroxigedunina (Qi y col., 2004).

También se conoce que los tetraterpenoides obtenidos de la semilla de la Carapa guianensis
tienen una significativa actividad antialérgica, dado por la inhibicion del factor nuclear kB y la
supresion de la IL-5 y el CCL11/eotaxina (Penido y col., 2006).

Se ha investigado el potencial antioxidante, la capacidad como protector solar e insecticida del
extracto oleoso de Carapa guianensis (Tonini y Arco, 2005; Ambrozin y col., 2006; Ferrari y
col., 2007, Gongalves y col., 2009; Alonso y col., 2012). Los estudios fitoquimicos de los
extractos obtenidos en estas regiones denotan la presencia mayoritaria de &cidos grasos
poliinsaturados y de compuestos fendlicos tales como taninos y limonoides.

La administracién oral del extracto oleoso obtenido de la semilla de Carapa guianensis durante
tres semanas en ratas Sprague Dawley de ambos sexos, co-administradas con una sustancia
oxidante, demostrd su efecto protector a la formacion de especies reactivas del oxigeno (Alonso y
col., 2012).

Los estudios de toxicidad aguda y subaguda por via oral realizados en ratas Wistar revelaron que
el producto no es toxico. La dosis letal media (DLso) fue de 5 000 mg/kg de peso corporal (Costa-
Silva y col., 2008), aunque en la subaguda se detectd un ligero aumento del peso de higado y de
los valores de Transaminasa Glutdmico Piravico (TGP) en dosis con valores mayores a 1 500
mg/kg. Las investigaciones que se realizaron para la deteccion de posibles efectos en la
reproduccion al utilizar ratas Wistar administradas durante el periodo de preconcepcion y
desarrollo embrionario demostro que la exposicion al producto por via oral a dosis menores de 1
500 mg/kg de peso corporal no causa ningun dafio al embrién ni a la fertilidad de la madre
(Costa-Silvay col., 2007).

No obstante, existen evidencias que demuestran que el extracto antes mencionado provoca
problemas de infertilidad en dosis repetidas, no siendo investigadas para demostrar su relacion

directa con la fertilidad del macho (Costa y col., 2006).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales y métodos generales

3.1.1. Aspectos éticos

Todos los procedimientos se realizaron sobre la base de buenas practicas de laboratorio preclinico
presentes en el reglamento nacional de aprobacion de protocolos de investigacion de la Republica
de Cuba (CECMED, 2012). Ademas, al comenzar cada uno de los protocolos de investigacion se
obtuvo por escrito el consentimiento de aprobacion del protocolo por el Comite Institucional de
Etica para la Experimentacion Animal de las instituciones que se involucraron en esta
investigacion (CECMED, 2012). Durante todos los experimentos, se respetaron los principios
éticos establecidos para la investigacion con animales de laboratorio (CCAC, 1997).

3.1.2. Animales

Se utilizaron ratones adultos jovenes de ambos sexos (8-9 semanas), de las lineas BALB/c, OF-1,
NMRI, C57BL/6 cuyo peso corporal oscilaba entre 25-30 g y ratas adultas jovenes de ambos
sexos de 6-8 semanas de edad de las lineas genéticas Sprague-Dawley (SD), Lewis y Wistar,
cuyo peso corporal oscilaba entre 180-200 g al término de la cuarentena. Todos los animales
fueron suministrados por el Centro Nacional de Produccién de Animales de Laboratorio
(CENPALAB).

3.1.3. Condiciones de tenencia y alimentacion

Los animales se mantuvieron en condiciones controladas: temperatura de 25+2 °C, humedad
relativa de 60+10%, y ciclos de luz-oscuridad de 12 h. El acceso al agua y al alimento fue ad
libitum (pienso para ratas y ratones, todo propdsito, esterilizable, que no requiere suplemento
dietético: formula EMO1002, el cual fue suministrado por el CENPALAB). Estas caracteristicas
fueron comunes para todos los grupos y todos los ensayos realizados.

3.1.4. Evaluacion clinica

Se realizaron dos observaciones diarias: en el horario de la mafiana, entre las 8:30-10:30 a.m y en
la tarde, entre 3:00-4:30 p.m. En cada observacion se tuvo en cuenta el estado general del animal,
que incluy6é la palpacion y la deteccion de lesiones, asi como las posibles afectaciones
respiratorias, del sistema nervioso, del sistema cardiovascular, del gastrointestinal, el estado de la

piel, del pelo, la coloracién de las mucosas y de los ojos (Shayne, 2007).
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3.1.5. Métodos de eutanasia empleados

El dia antes de la eutanasia programada, en el horario de la tarde 5:00 p.m se retir6 el alimento en
todos los grupos experimentales de esta investigacion. La eutanasia en los ratones se realizé por
dislocacion cervical previa atmosfera de éter y en las ratas bajo atmdsfera de éter hasta la pérdida
total de los reflejos, seglin establece la Union Europea y la Asociacion Americana de Medicina
Veterinaria (AVMA) (WPR, 1997; AVMA, 2000; UE, 2007).

3.1.6. Técnicas citogenéticas que se emplearon

3.1.6.1. Ensayo de electroforesis alcalina de células individuales en leucocitos de sangre
periférica (ensayo cometa alcalino)

-Toma de las muestras de sangre

Para proceder a la extraccion de 15 uL de sangre de la cola, los animales se ubicaron en un cepo,
dejando la cola fuera del area del cepo. Posteriormente, se vertié la sangre en un vial que contenia
10 uL de heparina sddica, de los laboratorios LIORAD, a una concentracion de 5 000 Ul/mL. Las
muestras se manipularon a 4°C. El muestreo se efectud bajo luz atenuada para evitar dafio
adicional en el ADN, lo que permitio disminuir los falsos positivos y que la manipulacién no
constituyera un factor determinante de los resultados (Lee y Steinert, 2003; Collins, 2004;
Lillford y col., 2010).

Las muestras de sangre se suspendieron en 140 uL de agarosa de bajo punto de fusién al 0,5%. A
continuacion se afiadieron ldminas previamente preparadas con agarosa. Se sumergieron en
solucion de lisis (NaCl 2,5 M, EDTA 100 mM y Tris 10 mM, 1% Triton, 10% DMSO, con un
pH=10) durante 90 min a 4 °C y sometidas a 20 min de desenrollado en solucion reguladora de
electroforesis (3% NaOH 10 N, 0,5% EDTA 200 mM, a un pH > 13). La electroforesis se efectud
a 300 mA y 1 V/cm durante 18 a 20 min. Las laminas se lavaron con solucion reguladora de
neutralizacion utilizando el Tris 0,4 M, a un pH= 7,5, y se aclararon con agua destilada.

La tincion se hizo con nitrato de plata al 0,05%. Los nucleoides tefiidos se evaluaron mediante un
microscopio de transmision de luz, por tres observadores independientes, para establecer un
promedio entre lecturas (Lee y Steinert, 2003; Collins, 2004; Lillford y col., 2010).

- Anaélisis visual

Se analizaron 200 leucocitos por animal y 100 leucocitos por gel. Se cuantificaron 100 cometas

en el centro del gel. Cada cometa se clasificd acorde con la categoria o el grado de dafio en el
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ADN que podia corresponder entre 0 y 4 (Lee y Steinert, 2003; Collins, 2004; Lillford y col.,
2010).

La magnitud del dafio en el ADN se expresd en unidades arbitrarias (UA), de acuerdo con lo
publicado por Collins, (2004), a partir de valores posibles en un rango de 0 a 400 (Lee y Steinert,
2003; Collins, 2004; Lillford y col., 2010). Se determiné igualmente la longitud de migracion del
ADN como pardmetro de dafio por apoptosis celular.

El procedimiento para el célculo de las UA fue:
UA=0XxTCGO+1xTCG1l+2xTCG2+3xTCG3 +4 x TCG4

— TCGO = Total de células, grado 0 (células no dafiadas).

— TCG1 = Total de células, grado 1 (minima frecuencia de lesiones en el ADN).

- TCG2 = Total de células, grado 2 (dafio bajo, con frecuencia baja de lesiones en el ADN).

— TCG3 = Total de células, grado 3 (dafio alto, con frecuencia alta de lesiones en el ADN).

— TCG4 = Total de células, grado 4 (células totalmente dafiadas).

3.1.6.2. Ensayo de micronitcleos en eritrocitos de médula 6sea

Un fémur de cada animal fue extraido y la cavidad medular se lavo suavemente por flujo al
introducir una aguja con jeringuilla cargada con 3 mL de suero bovino fetal (SBF) (Hayashi y
col., 1993; Alamone, 1994; Tice y col., 1994; OECD, 1997; Preston y col., 1999; Jia, 2003).

Al obtener la médula se diluy6 con el SBF y se centrifugd a 100 G por 10 min y tras eliminar el
sobrenadante se realiz6 un frotis del boton celular en laminas portaobjetos. Después de montadas
las laminas (minimo: 2/animal), se mantuvieron durante 24 h a temperatura ambiente para su se-
cado y posterior fijacion en metanol absoluto durante 5 min, para luego establecer una tincion en
Giemsa al 5% durante 12-15 min (Hayashi y col., 1994; Alamone, 1994; Tice y col., 1994;
OECD, 1997; Preston y col., 1999; Jia, 2003).

Las laminas se codificaron, el andlisis se realiz6 por dos observadores independientes y las
observaciones se realizaron “a ciegas”, al utilizar un microscopio Olympus BH-2 (100x). Se
contabilizé la presencia de eritrocitos policromatofilos (EP) y normocromatofilos (EN) en 2 000
células/animal para calcular el indice de citotoxicidad por la relacion de EP/EN de la poblacién
total de eritrocitos. Ademas, se procedio a calcular la frecuencia de EP portadores de
micronucleos (MN) en 2 000 EP/animal (MN-EP), segun los requisitos que se establecen como

parametro de genotoxicidad y cuantificar el nimero de MN totales (Hayashi y col., 1993;
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Alamone, 1994; Tice y col., 1994; OECD, 1997; Preston y col., 1999; Jia, 2003).

3.1.6.3. Ensayo citogenético de aberraciones cromosémicas en eritrocitos de médula ésea

En el horario de la mafiana (4 h antes de la eutanasia), la division celular en metafase se detuvo al
utilizar colchicina (4 mg/kg, via i.p). Un fémur de cada animal se extrajo y la cavidad medular se
lavd con 3 mL de SBF. La suspension celular se centrifugd a 100 G y se eliming el sobrenadante.
Después de un tratamiento hipotonico de las células del boton con KCL (0,075 M), se realiz6 una
segunda centrifugacion. El boton celular se fijé en una mezcla de metanol-acido acético glacial
(3:1) durante 15 min. Se realizaron 3 fijaciones con centrifugaciones sucesivas, y se extendieron
en laminas humedas con enfriamiento previo. Las laminas se secaron al aire y se tifieron con
solucion de Giemsa al 10% durante 30-35 min (OECD, 1997a; Fielder y col., 1999; Kramer,
2000; OECD, 2009).

Se contabilizaron 100 metafases por animal, se determind el nimero de células con aberraciones
(rupturas e intercambios cromosémicos y cromatidicos) y frecuencia de Gaps (de sus siglas en
inglés). También se calculd el indice mitético IM% (porcentaje de metafases en 1000 células
leibles) y el nimero de células con poliploidia en 1000 células leibles. Las determinaciones
fueron leidas por dos observadores al utilizar un microscopio Olympus BH-2 (100x), para a
continuacion establecer un promedio entre ambas determinaciones (OECD, 1997a; Fielder y col.,
1999; Kramer, 2000; OECD, 2009).

3.1.6.4. Ensayo de la morfologia de la cabeza del espermatozoide

Al no estar este ensayo regulado, se realizé segun las normas de la ICH, 2005, sobre toxicologia
de la fertilidad del macho, y la Sociedad Britanica de Toxicologia y Mutagénesis Ambiental
(Fielder y col., 1999; ICH, 2005), que establece el estudio de los espermatozoides de epididimos
de los machos tratados en el ensayo de fertilidad. Ademas, se tuvo en cuenta el estudio realizado
por Kempinas y col., (1988), para establecer la concentracion de espermatozoides en el
epididimos, para el caso de las clasificaciones de las anomalias de la cabeza del espermatozoide
se tuvo en cuenta los criterios morfoldgicos establecidos por Wyrobek y Bruce, (1975). Para
realizar este ensayo se procedio a extraer ambos epididimos en el caso de los ratones, para el caso
de las ratas solo se proceso un epididimo. Los epididimos se redujeron a pequefios fragmentos, y
se depositaron en placas Petri que contenian 3 mL de cloruro de sodio (NaCl) al 0,9%. La

muestra se homogeniz6 con pipetas Pasteur (Kempinas y col., 1988; Fielder y col., 1999; ICH,
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2005).

- Recuento de espermatozoides

El contenido de la placa se coloc6 en un tubo graduado, al cual se le afiadi6é 0,05 mL de tripsina
al 0,25%, transcurridos 5 min de tripsinizacion se afiadieron 2 mL méas de NaCl 0,9%.
Posteriormente se realizdé una dilucion del homogeneizado tripsinizado en NaCl-formol al 1%
(2:10) y se coloco en una camara de Neubauer, teniendo en cuenta el conteo a ambos lados de la
camara al microscopio Olympus BH-2 (10x) (Kempinas y col., 1988; Fielder y col., 1999; ICH,
2005).

- Morfologia del espermatozoide

Al tubo que contenia la dilucién del homogeneizado ya diluido se afiadieron 10 pL de eosina Y al
1%, y se dejo reposar por 5 min. Posteriormente, se extendio una gota sobre una lamina seca y se
coloco el cubreobjeto. Se prepararon dos laminas por animal y se analizaron 500 espermatozoides
con la ayuda de un microscopio Olympus BH-2 (40x) (Wyrobek y Bruce, 1975; Fielder y col.,
1999). Las observaciones fueron realizadas “a ciegas” por dos observadores independientes, para
establecer un promedio entre ambos. El criterio de clasificacion se baso en cabezas normales y
anormales que incluye amorfas, banana, sin gancho y con dos colas (Wyrobek y Bruce, 1975;
Fielder y col., 1999). Ademas, se calculd el porciento de gota citoplasmatica como indicador de

citotoxicidad, fertilidad e inmadurez sexual.

3.2. Comparacion del dafio genotoxico espontineo e inducido a diferentes niveles de
expresion en el ADN entre varias lineas de ratéon y de rata

3.2.1. Disefio experimental

3.2.1.1. Criterios de comparacion y evaluacion de la eficiencia en las técnicas citogenéticas
realizadas

En un primer paso se determinaron las tasas espontaneas e inducidas con ciclofosfamida (CF) de
las lineas de raton BALB/c, OF-1, NMRI, C57BL/6 y de ratas SD, Lewis y Wistar, de ambos
sexos. A continuacion se procedié a comparar los indices espontaneos e inducidos entre las
diferentes lineas de ratones en ambos sexos y a la par se compararon las de ratas. Posteriormente,
se compararon los valores espontaneos e inducidos entre la linea de ratén y de rata mas eficiente,
teniendo en cuenta que se aceptd como especie murina mas sensible aquella que tuviera los

indices de dafios enddgenos al ADN mas bajos y una buena respuesta inductora de dafio al
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mutégeno utilizado. Para la respuesta al dafio inducido se tuvo en cuenta que los valores deberian
diferir significativamente con los valores de los grupos controles. En todos los casos, se compard
la eficiencia de los biomodelos a utilizar, teniendo en cuenta, los valores de sus indices
espontaneos e inducidos de las variables que se analizaron en los ensayos que se describen en el
acapite 3.1.6.

3.2.1.2. Administracion y dosificacion

Los animales se distribuyeron de manera aleatoria (5 ratones o ratas/grupo/sexo/linea). Se
realizaron dos réplicas de cada estudio, para establecer un promedio entre ambas, para un total de
10 animales/grupo/sexo. En el caso del ensayo de morfologia de la cabeza del espermatozoide
(EMCE), solo se utilizaron ratones o ratas machos, 8/grupo/réplica para un total de 16
animales/grupo. Esto fue valido también para el acapite 3.3 (ensayos de antigenotoxicidad), en
particular, en el acapite 3.3.1.2.

Las concentraciones de las sustancias a administrar se ajustaron semanalmente, segin el aumento
del peso corporal. Antes de la administracion de las sustancias por via oral, se tuvo en cuenta el
tiempo establecido para el vaciamiento del estomago al no administrar mas alimento, siendo en
ratones de 4 horas y en ratas 12 horas de ayuno. Esto fue valido para todos los experimentos que
se realizaron, en los cuales se administraton sustancias por via oral.

En el grupo experimental 1 se utilizaron animales no tratados como control negativo. Se les
realizé la técnica de entubacion géstrica durante 14 dias, para que estuvieran expuestos a las
mismas condiciones que los otros grupos.

En el grupo experimental 2 se utilizo Tween 65 al 2%, vehiculo presente en la mayoria de las
preparaciones de sustancias oleosas, util como agente tensoactivo.

En el grupo experimental 3 se utiliz6 NaCl al 0,9%, disolvente de la mayoria de las sustancias
hidrofilicas. Se administré por via oral 2 mL/kg durante 14 dias, se prepard 2 h antes de la
administracion. Ambos grupos esperimentales 2 y 3 se prepararon dos horas antes de su
administracion por via oral 2 mL/kg durante 14 dias.

En el grupo experimental 4, como control positivo (dafio inducido), se emplearon 50 mg/kg de
ciclofosfamida (CF), por via intraperitoneal (i.p), de la firma comercial mexicana Lemery S.A.,
con la marca LEDOXINA. Se diluyé en NaCl al 0,9%, y se administr6 a los animales

inmediatamente después de ser preparada (10 mL/kg), 48 y 24 h antes de la eutanasia.
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Para el caso del EMCE los animales se administraron 35 dias consecutivos en los ratones y 52
dias en las ratas en los grupos experimentales del 1 al 3. Los animales tratados con CF se
administraron 5 dias consecutivos y estuvieron sin administrarse 35 dias (ratones) y 52 dias
(ratas), duracion del ciclo espermatico de cada una de las especies (Wyrobek y Bruce, 1975;
Shayne, 2007).

3.3. Evaluacion del efecto genotéxico de la ciclofosfamida y la bleomicina en diferentes
disefios experimentales en la linea de ratéon y de rata seleccionada como biomodelos de
antigenotoxicidad

3.3.1. Disefio experimental

3.3.1.1. Criterios de aceptacion de los diferentes disefios en que se utilizaron los mutagenos
para inducir dafio al ADN

Al comparar los diferentes disefios en que se utilizaron la ciclofosfamida (CF) y la bleomicina
(BL) para inducir dafio al ADN, se tuvo en cuenta como criterio de aceptacion, aquel disefio en
que se lograra inducir mayor nivel de dafio, siendo significativamente diferente a los otros y a los
controles, ademas, que los valores experimentaran una baja variabilidad (valores bajos de
desviacion estandar entre réplicas).

Estos ensayos se realizaron al utilizar la linea de raton BALB/c y de ratas SD, que previamente se
seleccionaron como biomodelos experimentales mas sensibles, para aumentar la robustez de las
pruebas. Se realiz6 el ensayo de electroforesis alcalina de células individuales en ratas Sprague
Dawley, en cambio el ensayo de MN, AC en células de la medula ésea y el EMCE se realiz6 en
ratones BALB/c; segun las técnicas que se establecieron en el acapite 3.1.6.

3.3.1.2. Administracion y dosificacion

En el grupo experimental 1 se utilizd como control negativo el NaCl al 0,9% de la firma BDH
(BDC). Se administr6 por via i.p a 10 mL/kg en dos administraciones con intervalos de 24 h entre
ambas.

En los grupos experimentales 2 y 3, se utilizo la CF, con un 98% de pureza. La CF se administrd
inmediatamente después de ser preparada, 48 y 24 h antes de la eutanasia programada para el
grupo 2 y 24 h antes de la eutanasia para el grupo 3. En ambos grupos, se utilizo el mutageno en
dosis de 50 mg/kg, por via i.p, el cual se disolvié en NaCl al 0,9% y se administro 10 mL/kg. La

dosis y via en que se utilizd la CF se corresponde con la variante mas apropiada, la cual se
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establecié a partir de resultados previos, donde se evaluaron tres dosis (25, 50 y 100 mg/kg) y tres
vias: la intramuscular, intravenosa y la i.p. Se decidio utilizar la via i.p y la dosis de 50 mg/kg
pues se correspondid con los mejores resultados de induccion de dafio al ADN sin dafios
sistémicos aparentes. Los resultados de este estudio fueron validos para escoger la dosis y via del
mutégeno a utilizar en los acéapites 3.2 y 3.4, respectivamente.

En los grupos experimentales 4 y 5, se utiliz la BL con un 98% de pureza, de los Laboratorios
PISA de México, bajo el nombre BLOMINDEX (polvo). La BL se administr6 inmediatamente
después que se prepard, 48 y 24 h antes de la eutanasia para el grupo 4 y 24 h antes de la
eutanasia para el grupo 5. En ambos grupos se utiliz6 el mutageno en dosis de 20 mg/kg, para el
caso del biomodelo ratén y 40 mg/kg en las ratas, por via i.p, el cual se disolvié en NaCl al 0,9%
y posteriormente se administré a razon de 10 mL/kg. La dosis y via que se utilizé de la BL se
corresponde con la variante mas adecuada, la cual se establecié a partir de resultados previos,
donde se evaluaron cuatro dosis (10, 20, 40 y 100 mg/kg) y cuatro vias: la intramuscular,
intravenosa, subcutaneay la i.p.

3.3.1.2a. Administracion y dosificacion en el ensayo de antigenotoxicidad de EMCE

Este ensayo se realizé en ratones machos BALB/c. En el grupo experimental 1 se utiliz6 como
control negativo el NaCl al 0,9 %, de la firma BDH (BDC), con un 99% de pureza. Se administrd
por via oral durante un periodo de 35 dias, tiempo que coincide con la duracién del ciclo
espermaético de esta especie. En el grupo experimental 2 se utiliz6 la CF, en dosis de 50 mg/kg y
en el grupo experimental 3 la BL, en dosis de 20 mg/kg. Ambas sustancias se diluyeron en NaCl
al 0,9 % y se administraron por via i.p 10 mL/kg, durante 5 dias consecutivos y posteriormente
estuvieron sin administrarse 35 dias.

3.4. Evaluacion del efecto genotoxico del extracto oleoso de la semilla de Carapa guianensis
Aublet a diferentes niveles de expresion de dafio al ADN utilizando la linea murina mas
sensible

Para evaluar el potencial genotdxico in vivo del extracto oleoso de la semilla de Carapa
guianensis Se realizo el ensayo cometa en ratas SD de ambos sexos. En el ensayo de MN, AC y el
EMCE, se utilizaron ratones BALB/c. Las tecnicas y las variables a analizar fueron las que se
establecieron en el acapite 3.1.6.
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3.4.1. Extracto oleoso de la semilla de Carapa guianensis Aublet utilizado

El extracto oleoso de la semilla de Carapa guianensis Aublet que se utilizd corresponde con el
extracto de la firma Raintreen Nutrition bajo la marca de AMAZON ANDIROBA OIL®. En los
Anexos 1y 2 se muestran las especificaciones de su uso y los componentes de este extracto
aportados por los proveedores de la firma antes mencionada. La densidad aparente del aceite
(conservado a -20 °C hasta su uso), fue calculada (0,81 g/mL) y este resultado se utilizo para
definir el volumen exacto que cada animal recibid.

3.4.2. Disefio experimental

3.4.2.1. Administracion y dosificacion

El extracto oleoso se suspendié en Tween 65 (2 %), 2 h antes de la administracion y las
concentraciones se ajustaron semanalmente en funcién del aumento del peso corporal. Se propuso
emplear la via oral por ser la que coincide con la propuesta en la terapéutica y ademas, la que se
empled en el resto de las evaluaciones de toxicologia preclinica (Alonso y col., 2012). Los
animales se distribuyeron aleatoriamente (5 animales/grupo/sexo), 5 grupos experimentales: un
grupo control con el vehiculo (Tween 65, 2 %), tres grupos que se trataron con el extracto oleoso
de Carapa guianensis (400, 1 000 y 2 000 mg/kg) y un control positivo que se administré con
CF, mutageno de reconocida potencia validado para este ensayo.

Las emulsiones que se realizaron con el extracto y el vehiculo se administraron mediante
entubacidn géstrica (2 mL/kg) durante 14 dias. La CF se administré en dos dosis (50 mg/kg) por
via i.p 48 y 24 h previas a la eutanasia. La dosis menor del extracto se empled en estudios
farmacoldgicos preclinicos (Penido y col., 2006; Ferrari y col., 2007; Costa y col., 2007, 2008),
con la que se demostré su potencial farmacologico en modelos contra Leishmania, cancer de
Utero y como antioxidante y dos niveles superiores multiplos de este (1 000 y 2 000 mg/kg)
(Costay col., 2007, 2008).

Para el caso del EMCE, los animales se distribuyeron aleatoriamente (8 ratones/grupo), teniendo
en cuenta los mismos grupos experimentales que se mencionaron con anterioridad en este mismo
epigrafe. Las emulsiones que se realizaron con el extracto y vehiculo se administraron mediante
entubacion gastrica (2 mL/kg) durante 35 dias. La CF se administro 5 dias consecutivos (50
mg/kg) por via intraperitoneal en el mismo horario. Después los animales estuvieron 35 dias de

reposo, sin recibir administracion, segln se establece para este ensayo (Wyrobek y Bruce, 1975).
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3.5. Analisis estadistico

Las comparaciones entre todos los grupos y entre especies para analizar parametros del ensayo
cometa (UA, diferentes niveles de dafio, longitud de dafio al ADN) se realizaron con la prueba U
de Mann-Whitney (Duez y col., 2003; Vasquez, 2010). Se establecié un nivel de significacion
p<0,05.

Para las variables continuas: frecuencia de EP portadores de micronicleos, indice de
citotoxicidad (EP/EN), indice mitotico, diferentes morfologias de la cabeza del espermatozoide y
el porcentaje de espermatozoides con gota citoplasmatica, se procedid a verificar los supuestos
para realizar el analisis de varianza. Los resultados obtenidos estaban distribuidos normalmente
(normalidad, segin la prueba de Kolmogorov-Smirnov), existio dependencia entre las
observaciones y presentaron homogeneidad de varianzas (prueba de Levene) (Wyrobek y Bruce,
1975; OECD, 1997; Adler y col., 1998, OECD, 2009). Por lo cual, se analizaron con el uso de
esta prueba, siendo el nivel de significacion establecido de p<0,05. Al diferir estas variables se
aplico la prueba de comparaciones mdultiples de Tukey.

Las variables categoricas: numero total de MN, numero de EP con 1 MN, 2 MN y >2 MN,
numero de células con aberraciones, frecuencia de Gaps (de sus siglas en inglés) y de rupturas e
intercambios cromosémicos y cromatidicos, el numero de celulas con poliploidia y la
concentracion espermaética, se analizaron mediante la prueba de Chi-cuadrado y el nivel de
significacion establecido fue de p<0,01 (Wyrobek y Bruce, 1975; OECD, 1997; Adler y col.,
1998, OECD, 2009).

Todos los andlisis se realizaron con el paquete estadistico Statsoft for Windows. StatSoft, Inc.
(2003). STATISTICA (data analysis software system), version 6.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Comparacion del dafio genotoxico espontianeo e inducido a diferentes niveles de

expresion en el ADN entre lineas de raton y de rata

4.1.1. Comparacion de los niveles de dafio al ADN espontineo e inducido entre ratones de
ambos sexos de las lineas BALB/c, NMRI, OF-1 y C57BL/6

En ninguno de los estudios se evidenciaron sintomas clinicos indicativos de toxicidad. Esto
reafirma que la dosis que se utiliz6 de cada una de las sustancias en estos ensayos no fue tdxica a
nivel sistémico, pero se produjeron cambios en las células dianas que se analizaron cumpliendo
con los objetivos propuestos.

En la Tabla 2 se observa el rango espontaneo del % de nucleoides grado 0 de cada una de estas
lineas de ratones en ambos sexos. El porcentaje de nucleoides grado 0 espontaneos para el caso
de la linea BALB/c se encuentra entre 50,82-57,47 en las hembras y de 49,97-55,50 en los
machos. Teniendo en cuenta esta misma variable, pero en la linea OF-1, el % de nucleoides grado
0 espontaneo se encuentra para el caso de las hembras entre 48,34-53,85 y en los machos fue de
49,25-51,56. En la linea NMRI los valores fueron bajos comparados con las lineas BALB/c y
OF-1 en ambos sexos; estos fueron de 43,98-45,71 % en las hembras y de 41,98-48,05 % en los
machos. En la linea de ratdn C57BL/6 este porcentaje se encuentra para las hembras entre 46,11-
48,66 y para el caso de los machos esta entre un 46,17-49,10. La longitud espontanea de
migracién del ADN como parametro de dafio por apoptosis fue menor en la linea de ratones
BALB/c de ambos sexos con valores entre 60 y 64 um.

Los resultados del ensayo de micronucleos para las cuatro lineas de ratones que se evaluaron se
muestran en las Tablas 3 y 4. Para la linea BALB/c, el indice de citotocicidad (relacion EP/EN),
se encuentra en el rango espontaneo en los machos entre 1,16-1,19 y de 1,15-1,19 en las hembras.
El indice de genotoxicidad dado por el % de EP que contienen microntcleos se encuentra en los
machos entre 0,16-0,18 % y en las hembras estan en el rango de 0,13-0,17 %. Los resultados de
la linea OF-1 teniendo en cuenta el indice de citotoxicidad se encuentran entre 1,14-1,15 en los
machos y en las hembras entre 1,12-1,14. Los resultados del indice de genotoxicidad para el caso
de los machos estan entre 0,18-0,21 % y 0,14-0,18 % en las hembras.

El indice de citotoxicidad en los ratones NMRI se encuentra entre 1,16-1,17 en los machos y en
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Tabla 2. Ensayo cometa en ratones de ambos sexos de las lineas BALB/c, NMRI, OF-1y C57BL/6 sobre la

induccién de dafio al ADN de leucocitos de sangre periférica.

LM-ADN Grado 0 | Grado 1 | Grado 2 | Grado 3 | Grado 4
Grupos | Sexo (nm) Unidades
Arbitrarias (% Nucleoides)
Ratones C57BL/6 de ambos sexos
CNE H 69,48+4,47 55,4048,34 46,11+7,10 42,9 +2 85 5,50+5,99 0,46+0,16 0,03+0,01
M 70,20£3,10 60,28+6,41 46,17+6,51 42,29+3,21 7,58+5,00 0,85+ 0,12 | 0,07+0,04
syt H 68,42+2,97 59,19+7,43 48,66+7,23 38,73%3,80 8,02+3,78 1,34+0,73 0,10+0,06
M 67,99+3,12 60,88+7,52 49,1048,45 40,3445,10 8,67+4,92 1,00+0,48 0,05+0,03
syo L H 69,15+3,52 56,28+8,10 47,52+8,00 37,29+4,70 6,99+4,70 1,59+0,21 0,06+0,03
M 70,11+2,86 63,07+6,19 47,78+9,02 43,84+5,12 7,31+5,51 1,43+0,52 0,08+0,04
CP (CF)? H 87,84+9,10* 129,87+14,87* | 18,81+4,13* | 51,6212 37* | 13,2246,26* | 10,31+3,50* | 5,22+4,52*
M 88,51+9,30* 132,18+15,10* | 17,53+£5,00* | 54,61+10,18* | 11,69+5,14* | 10,49+4,02* | 5,68+3,95*
Ratones BALB/c de ambos sexos
CN H 60,36%2,20 49,51+10,24d 56,00+8,01d 39,29 +7,49 4,01+4,17d 0,60+ 0,68 | 0,10+0,05
M 62,42+4,11 56,37+7,51 51,03+£3,14 42,72+5,68 5,10+£2,77d 1,15+ 1,05 | 0,00%0,00
syt H 61,87+3,85 57,234+10,20 50,82+9,32 42,13+2,22 6,05+5,28 1,00+0,93 0,00+0,00
M 60,77+4,51 54,25+8,90d 55,50+9,01d 36,15+3,58d 7,00+4,66 1,30+1,45 0,05+0,03
sv2 L H 63,75%3,04 52,15+10,31d 57,47+3,76d 34,27+8,58d 6,90+4,50 1,36+0,46 0,00+0,00
M 61,21+2,47 56,33+7,62 49,97+10,03 44,92+2,02 4,0045,76d 1,03+0,49 0,08+0,02
CP (CF)? H 80,99+8,80*d | 118,02+13,28*d | 23,33+5,22*d | 53,02+10,64* | 10,41+4,99* | 8,78+3,90* | 4,46+1,43*
M | 81,56+9,56*d | 112,69+14,11*d | 25,80+3,41*d | 52,7+11,98* 9,37+1,90*d 7,03+2,01* | 5,02+0,91*
Ratones OF-1 de ambos sexos
CN H 71,52+3,35 57,40£9,64 49,10+8,09 44,90£3,05 5,50+6,07 0,50+0,86 0,00+0,00
M 70,88+3,90 59,48+7,51 50,0045,21 42,29+2,36 6,00+4,71 1,65+0,02 0,06+0,03
syt H 69,94+4,22 62,55+£10,23 48,34+8,33 42,73+4,72 7,06+4,28 1,78+0,84 0,09+0,04
M 69,61+4,66 57,68+8,49 51,56£7,55 40,34+3,90 6,98+4,48 1,10+0,98 0,02+0,01
syo L H 71,1844,05 56,27+10,11 53,85+7,12 37,29+7,10 7,60+4,60 1,26+0,91 0,00+0,00
M 70,82+2,80 59,06+8,29 49,25+10,01 43,84+8,22 5,71+3,61 1,00+0,33 0,20+0,10
CP (CF)? H 89,10+7,41* 123,59+12,57 * | 22,00+3,23* | 51,62+10,87* | 12,05+3,56* | 9,45+4,70* | 4,88+3,02*
M 88,91+8,67* 123,79+13,16 * | 21,54+6,40* | 53,13+11,58* | 10,33+4,34* | 10,00+£3,08* | 5,00+2,17*
Ratones NMRI de ambos sexos

CN H 70,11+3,40 63,84+8,24 45,71+6,09 45,99+2,05 7,05+6,09 1,25+0,34 0,00+0,00
M 72,07+4,80 61,13+8,31 48,05+1,30 43,86x1,56 7,10+4,33 0,89+1,01 0,10+0,06
syt H 73,1445,02 64,54+10,89 43,98+2,39 49,3545,22 5,02+4,28 1,45+0,56 0,20+0,15
M 69,95+3,88 65,22+10,56 43,57+7,41 49,61+3,18 5,10+4,36 1,47+1,20 0,25+0,10
syl H 71,2845,25 67,74+£10,31 44,26+4,99 47,29+1,40 6,90+6,41 1,55+0,81 0,00+0,00
M 72,04+3,00 71,45+£9,51 41,98+8,84 48,03+2,02 6,83+5,16 2,88+2,28 0,28+0,43
CP (CF)? H 90,05+3,91* 126,21+13,22* | 19,00+£3,27* | 55,82+10,24* | 11,00£2,09* | 8,33+4,41* | 5,85+4,00*
M 88,84+4,15* 123,95+11,53* | 20,4045,37* | 54,66+9,78* 10,50+£3,68* | 9,47+3,99* | 4,9745,80*

Control positivo (CP), CF: ciclofosfamida. *Administracion por via oral. 2Administracion por via intraperitoneal.

*p<0,05 (comparacidn contra el control negativo, test de U de Mann Whitney). (X media; DE desviacion estandar,
para las dos series analizadas). d=resultados que difieren entre BALB/c al compararlo con las lineas C57BL/6, OF-1
y NMRI. CN: Control negativo. SV1: Sustancia vehiculo 1. SV2: Sustancia vehiculo 2. LM: Longitud de migracion
del ADN. H: Hembras. M: Machos.




Tabla 3. indice de citotoxicidad (EP/EN), MN totales e indice de genotoxicidad (MN-EP %), en ratones
BALB/cy OF-1 de ambos sexos, utilizados como biomodelos en el ensayo de micronucleos.

Grupos | n | EPEN | MNtotales | MN-EP (%)
Ratones BALB/c de ambos sexos
Machos
Control Negativo 10 1,18 +0,01d 23 0,16+ 0,03
Sustancia Vehiculo 1 10 1,16 + 0,04d 26 0,18 + 0,04
Sustancia Vehiculo 2 10 1,19 +0,05d 25 0,18 + 0,02
Control Positivo (CF) @ 10 0,87 +£0,03* 258*d 1,82 +0,89*
Hembras
Control Negativo 10 1,15+ 0,05 19 0,13 + 0,04d
Sustancia Vehiculo 1 10 1,17 £ 0,02 20d 0,14 +0,07d
Sustancia Vehiculo 2 10 1,19 +0,04d 24d 0,17 + 0,08
Control Positivo (CF) @ 10 0,85+ 0,02*d 233*d 1,65+ 0,77*d
Ratones OF-1 de ambos sexos
Machos
Control Negativo 10 1,14 +0,01 26 0,18 + 0,01
Sustancia Vehiculo 1 10 1,16 £ 0,04 28 0,20 + 0,03
Sustancia Vehiculo 2 10 1,15+ 0,05 30 0,21 +0,05
Control Positivo (CF) @ 10 0,91 + 0,06* 267* 1,89 +£0,61*
Hembras
Control Negativo 10 1,12 +£0,03 22 0,16 + 0,05
Sustancia Vehiculo 1 10 1,14 + 0,06 25 0,18 + 0,06
Sustancia Vehiculo 2 10 1,13+£0,05 20 0,14 +£ 0,04
Control Positivo (CF) a 10 0,89 + 0,02* 251* 1,78 £ 0,58*

CF (Ciclofosfamida), 2@administracion por via intraperitoneal. Determinacion en 2000 células/animal y en 2000
EP/animal. *p<0,05 (comparacion contra el control, prueba de ANOVA). (X media; DE desviacidn estandar para
las dos replicas realizadas). *p<0,01 (comparacion contra el control, prueba de Chi-Cuadrado solamente para la
variable MN totales). d = resultados que difieren al comparar las diferentes lineas de ratones utilizadas en el
mismo sexo y tratamiento. . EP: Eritrocitos policromaticos. EN: Eritrocitos normocromaticos. MN:
Micronucleos.



Tabla 4. Indice de citotoxicidad (EP/EN), MN totales e indice de genotoxicidad (MN-EP %), en ratones NMRI
y C57BL/6 de ambos sexos, utilizados como biomodelos en el ensayo de micronucleos.

Grupos | n | EPEN | MN totales | MN-EP (%)
Ratones NMRI de ambos sexos
Machos
Control Negativo 10 1,16 £ 0,02 27 0,17 + 0,02
Sustancia Vehiculo 1 10 1,17 +£0,03 28 0,17 + 0,02
Sustancia Vehiculo 2 10 1,16 £ 0,03 30 0,19 + 0,04
Control Positivo (CF)" 10 0,92 £ 0,05* 286* 1,80 +0,61*
Hembras
Control Negativo 10 1,12 +0,02 30 0,19+ 0,05
Sustancia Vehiculo 1 10 1,15+ 0,05 26 0,16 + 0,04
Sustancia Vehiculo 2 10 1,15+0,03 28 0,17 + 0,03
Control Positivo (CF)” 10 0,90 +£0,03* 280* 1,77 £0,53*
Ratones C57BL/6 de ambos sexos
Machos
Control Negativo 10 1,12 +0,02 29 0,18 + 0,02
Sustancia Vehiculo 1 10 1,13+0,03 31 0,20 + 0,04
Sustancia Vehiculo 2 10 1,14 +0,03 34 0,21 + 0,04
Control Positivo (CF)" 10 0,94 £0,07* 275* 1,73+0,72*
Hembras
Control Negativo 10 1,10 £ 0,02 31 0,20+0,01
Sustancia Vehiculo 1 10 1,12+0,04 28 0,18 + 0,05
Sustancia Vehiculo 2 10 1,09 +0,03 33 0,21 +0,01
Control Positivo (CF)" 10 0,93 +£0,04* 282> 1,78+0,81*

CF (Ciclofosfamida) .2Administracion por via intraperitoneal. MN: Microndcleos. Determinacién en 2000
células/animal y en 2000 EP/animal. *p<0,05 (comparacion contra el control, prueba de ANOVA). (X media;
DE desviacion estandar para las dos replicas realizadas). *p<0,01 (comparacién contra el control, prueba de Chi-
Cuadrado solamente para la variable MN totales). d = resultados que difieren al comparar las diferentes lineas de
ratones utilizadas en el mismo sexo y tratamiento. . EP: Eritrocitos policromaticos. EN: Eritrocitos
normocromaticos.
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las hembras estd entre 1,12-1,15, mientras que el indice de genotoxicidad se encuentra en el
intervalo de 0,17-0,19 % en los machos y en las hembras esta entre 0,16-0,19 %. Al evaluar en
este ensayo la linea de ratones C57BL/6, se encontrd que el indice de citotoxicidad fue de 1,12-
1,14 en los machos y en las hembras en el intervalo de 1,09-1,12, por lo cual, la linea C57BL/6 es
la que manifiesta mayor dafio espontaneo. Por otra parte, el indice de genotoxicidad estuvo en el
rango de 0,18-0,21 % en los machos y de 0,18-0,21 % en las hembras; una vez més se demostro,
que esta linea de ratones en ambos sexos presenta mayor porcentaje de EP portadores de
micronucleos.

En el ensayo de aberraciones cromosomicas en células de la médula dsea se obtuvieron
resultados similares al de micronucleos, al comparar las cuatro lineas evaluadas (Tablas 5 y 6).
Como resultado general, se detecté en mayor frecuencia las aberraciones de tipo cromatidicas, tal
y como esta descrito en la literatura, ya que este tipo de aberraciones son en su mayoria las que
esta técnica citogenetica es capaz de detectar (estructurales) (Tice y col., 1994). Teniendo en
cuenta el numero total de células con aberraciones, en la linea BALB/c se encontro valores de
forma espontanea entre 7-10 en los machos y entre 8-9 en las hembras. La CF fue capaz de
inducir en esta linea hasta 175 células con aberraciones en los machos y 192 en las hembras.

Para el caso de la linea NMRI este resultado de forma espontanea se encuentra en el rango de 7-
11 células totales en los machos y en las hembras de 10-14 células totales con aberraciones,
siendo superior, al compararlos con la linea BALB/c. Sin embargo, la linea de ratones NMRI
demuestra ser mas susceptible a la CF que la BALB/c; ya que este mutageno logré inducir hasta
223 celulas totales con aberraciones en los machos y 219 en las hembras.

Al evaluar la linea de ratones OF-1 se obtuvo un mayor numero de aberraciones de forma
espontanea, lo que resulta significativo al compararla con las lineas BALB/c y NMRI. En la linea
OF-1, se obtuvo un total de células con aberraciones que oscila entre 13-15 en los machos y de
12-16 en las hembras. Teniendo en cuenta las aberraciones inducidas por la CF, se obtuvo en los
machos 239 células totales con aberraciones y en las hembras 253. Se obtuvo de forma
espontanea un total de células con aberraciones que se encuentran entre 16-17 en los machos y de
14-18 en las hembras. La CF indujo en este biomodelo experimental un total de 254 células con
aberraciones en los machos y 271 en las hembras, resultados que se encuentran por encima de los
obtenidos en las lineas BALB/c, NMRI y OF-1.
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Tabla 5. Comparacién entre ratones BALB/c y OF-1 de ambos sexos en el ensayo de aberraciones
cromosémicas en células de la médula dsea.

slulas con # de Células con
Grupos IM (%)* I(,:(fﬁ‘; loidon | Gans® | aberraciones”
Ratones BALB/c de ambos sexos
Machos
Control Negativo 5,65 + 0,56a 1 4a 7a
Sustancia Vehiculo 1 5,49 £ 0,53a 0 6 8a
Sustancia Vehiculo 2 5,86 + 0,20a 0 7 10
Control Positivo (CF) 1| 3,89+0,24*a 14**a 47**3 175**a
Hembras
Control Negativo 5,98 + 0,22a la 6 8a
Sustancia Vehiculo 1 4,98 +£ 0,79 0 5a 8a
Sustancia Vehiculo 2 5,12 + 0,63a 1 2a 9
Control Positivo (CF) '] 3,93+0,84%a 18**a 44%*g 192**a
Ratones OF-1 de ambos sexos
Machos
Control Negativo 5,42 +0,31 2 7 13
Sustancia Vehiculo 1 5,20 £ 0,56 1 8 15
Sustancia Vehiculo 2 5,71 +0,20 1 5 14
Control Positivo (CF)* | 3,27 +0,40* 19** 55** 239**
Hembras
Control Negativo 5,66 + 0,42 0 9 16
Sustancia Vehiculo 1 5,46 + 0,30 1 8 14
Sustancia Vehiculo 2 499 +0,18 1 6 12
Control Positivo (CF) ! 3,38 +0,35* 22%* 58** 253**

CF (Ciclofosfamida). ' Administracion por via intraperitoneal. 2X + D.E de un total de 10 000 células/grupo/serie
para un total de 20 000 células evaluadas. *p<0,05; ANOVA (comparacion contra el control negativo en cada
linea evaluada y sexo). ®**p<0,01; prueba no paramétrica y2 (comparacion contra el control negativo en cada
linea evaluada y sexo). a=p<0,05 (difiere al comparar entre las 4 lineas teniendo en cuenta la misma variable,
grupo experimental, prueba estadistica y sexo. IM: indice mitdtico. Gaps: Huecos de su significado en inglés.



Tabla 6. Comparacion entre ratones NMRI y C57BL/6 de ambos sexos en el ensayo de aberraciones
cromosémicas en células de la médula dsea.

a Células con # de Células con
Grupos IM (%) Poliploidia® Gaps® aberraciones”
Ratones NMRI de ambos sexos
Machos
Control Negativo 542 +0,43 1 4 9
Sustancia Vehiculo 1 5,33 +0,50 0 6 7
Sustancia Vehiculo 2 5,10 £ 0,32 0 3 11
Control Positivo (CF)* | 352%0,21* 15%* 45** 223**
Hembras
Control Negativo 5,12 + 0,23 1 8 12
Sustancia Vehiculo 1 5,21 + 0,55 2 2 14
Sustancia Vehiculo 2 5,03 +0,48 1 5 10
Control Positivo (CF)* | 3,68 +0,12* 20** 51** 219**
Ratones C57BL/6 de ambos sexos
Machos
Control Negativo 5,82 + 0,95 2 10a 17a
Sustancia Vehiculo 1 5,20 £ 0,28 0 9 16a
Sustancia Vehiculo 2 5,59 + 0,33a 3a 1la 16a
Control Positivo (CF) ' | 3,46 +0,29* 21**a 60**a 254**3
Hembras
Control Negativo 5,21+0,71 3 8 18a
Sustancia Vehiculo 1 4,96 +0,11a 0 13a 14
Sustancia Vehiculo 2 5,03+ 0,25 1 12a 16a
Control Positivo (CF)* | 4,01 %0,09*a 23** 63**a 271**a

CF (Ciclofosfamida). !Administracién por via intraperitoneal. 2X £ D.E. de un total de 10 000 células/grupo/serie
para un total de 20 000 células evaluadas. *p<0,05; ANOVA (comparacion contra el control negativo en cada
linea evaluada y sexo). ®**p<0,01; prueba no paramétrica y2 (comparacion contra el control negativo en cada
linea evaluada y sexo). a=p<0,05 (difiere al comparar entre lineas teniendo en cuenta la misma variable, grupo

experimental, prueba estadistica y sexo. IM: Indice mit6tico. Gaps: Huecos de su significado en inglés.
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Al evaluar estés lineas en el ensayo de la morfologia de la cabeza del espermatozoide (Tabla 7);
se obtuvo una concentracion de espermatozoides espontanea en epididimos en la linea BALB/c
de 2,24-2,27x10° espermatozoides/mL. Tras la induccion con CF se obtuvo una concentracion de
0,34-1,34x10° espermatozoides/mL. En un conteo de 500 espermatozoides/animal se obtuvieron
como promedio de forma espontanea de 483,2-489,3 espermatozoides normales y de 10,7-19,1
espermatozoides andmalos. Al inducir con CF, esta frecuencia de espermatozoides anémalos
aumentd con valores de 94,2-106,8 espermatozoides con anomalias en la morfologia de la
cabeza, lo que evidencia la susceptibilidad de este biomodelo a las sustancias mutageénicas.

En la linea NMRI la concentracion espermatica normal estuvo entre 2,01-2,13x10°
espermatozoides/mL y al administrar la CF estd concentracion disminuy6 a 0,93x10°
espermatozoides/mL. En el ensayo de la morfologia de la cabeza del espermatozoide se
obtuvieron resultados similares; se encontraron de 470,8-475,4 espermatozoides normales de un
total de 500 y de 24,6-29,3 espermatozoides andmalos. En el grupo en el cual se administré la
CF se obtuvo como promedio 93-1054 espermatozoides anomalos y 394,6-407,0
espermatozoides normales.

En la linea OF-1 se observd una concentracion espontanea de 2,13-2,16x10°
espermatozoides/mL y al inducir dafio con CF esta concentracion bajé hasta 0,92x10°
espermatozoides/mL, lo cual demuestra que este biomodelo es sensible al mutageno.

Estos resultados de induccion son similares a los que se encontraron en la linea NMRI, pero se
encuentran por encima de los obtenidos en la linea BALB/c, lo cual demuestra que esta Ultima
linea es més susceptible a la CF que las que se mencionaron anteriormente. En el ensayo de la
morfologia de la cabeza del espermatozoide se obtuvieron resultados espontaneos de cabezas
normales que oscilaron entre 472,8-476,2 y el nimero de cabezas anomalas fue de 23,8-27,2.

La CF indujo 86,2-108,6 cabezas andmalas como promedio en un conteo total de 500
espermatozoides. Los resultados espontaneos e inducidos de cabezas andémalas fueron inferiores
al compararlos con la linea NMRI; pero al compararse los resultados de la linea OF-1 con la
BALB/c se observd mayor cantidad de cabezas andmalas espontaneas y menor nimero de
cabezas inducidas por la CF en la OF-1. De igual forma, los resultados del porcentaje de EGC
fueron menores en la linea BALB/c y difieren con las otras lineas. En los ratones BALB/c este

indicador de citotoxicidad en células germinales estuvo entre 3-5%.
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Tabla 7. Comparacion entre ratones machos BALB/c, NMRI, OF-1y C57BL/6 en el ensayo de la morfologia de la cabeza del espermatozoide y concentracién

espermatica en epididimos.

Concentracién”(10%) % EGC
Grupos Normales Anormales Amorfos Bananas Sin Gancho Dos Colas Células/mL
Ratones BALB/c
CN 489,3245,83b 10,72+5,83b 6,20£5,7b 1,20+1,77b 2,01£3,8b 0,30£1,5 2,27 +£0,22b 4,11+1,16b
SV1 483,2748,30 16,8345,90 12,00+1,61 1,74+0,30 2,60+3,11b 0,51+0,95 2,24 £0,26b 3,90+1,95b
SV2 487,62+3,75b 12,47+£3,75b 7,1645,20b 1,71+£1,20 3,12+2,73b 0,52+0,26 2,25+ 0,35b 3,84+1,39b
CF? 399,5+12,33* | 100,51+6,33*b | 39,10+6,84*b | 22,10£3,76*b 29,90+6,18* 9,44+2,06*b 0,84 + 0,55* 26,57+7,11* b
Ratones NMRI
CN 475,44+4,60 24,60+4,60 13,11+4,58 1,30+0,54 10,00+2,68 0,30+0,34 2,13+0,14 7,85+3,23
Sv1 473,21+7,11 26,80+7,11 13,13£3,65 1,42+0,95 12,31£5,32 0,10+0,23 2,04+£0,21 6,52+4,11
SV2 470,80 £10,05 | 29,31+5,09 12,60 + 5,63 3,30 + 3,47 12,91 + 4,03 0,51+£0,28 2,01+£0,23 6,91+3,61
CFa 400,83 £ 6,26* | 99,22 + 6,26* | 26,65+ 7,59* | 37,01+3,19* | 30,52+7,33* | 5,11+ 0,64* 0,93 £ 0,30* 40,27+£10,67*
Ratones OF-1
CN 476,2245,67 23,80+5,67 18,90+4,49 1,30+0,49 3,20+2,56 0,41+0,23 2,16 £0,31 8,33+2,87
SV1 474,1748,46 25,9048,46 19,44+3,53 1,41+0,85 4,81+5,26 0,31+0,11 2,13+0,26 7,52+2,90
SV2 472,80+11,05 27,21+6,05 19,2245,52 1,72+£3,30 5,91+3,92 0,40+0,19 2,16 £ 0,37 6,41+3,70
CF? 402,69£11,26* | 97,43£11,26* 46,62+8,52* 16,13+4,15* 27,4448,31* 7,33£1,67* 0,92 + 0,42* 39,81+11,41*
Ratones C57BL/6
CN 473,14+6,87 26,90+6,87 21,2045,10 1,20+0,38 4,0314,36 0,50+0,16 2,11+0,23 7,86+3,63
SV1 472,31+9,10 27,70+£9,10 21,3144,42 0,90+0,46 5,11+6,15 0,43+0,24 2,08 +0,33 8,10+2,94
SV2 471,2245,62 28,8445,62 22,04+3,28 1,01+0,41 5,62+4,80 0,23+0,29 2,05+0,54 8,50+3,11
CF® 400,4+13,12* | 99,61+13,12* 47,95+9,84* 14,6045,23* 29,00+9,91* 8,14+3,19* 0,88 £ 0,10* 39,60+10,88*

CN: Control negativo. SV1: Sustancia vehiculo 1. SV2: Sustancia vehiculo 2. CF: Ciclofosfamida. 2Administracion por via i.p, durante 5 dias. Determinaciones
en 500 células/animal. *p<0,05 (comparacion con el control negativo en la misma especie, ANOVA). b=p<0,05 (difiere al comparar entre lineas teniendo en

EGC=Espermatozoides con gota citoplasmatica.

cuenta la misma variable en el mismo grupo experimental, ANOVA). (X media; DE desviacion estandar, para las dos series experimentales).




Evaluacion de la eficiencia de biomodelos murinos en los ensayos de genotoxicidad y antigenotoxicidad

En la linea C57BL/6 se observo una concentracion espermatica espontanea como promedio de
2,05-2,11x108 espermatozoides/mL, ademas se encontr6 que la CF indujo una disminucion en la
concentracion a 0,78-0,98x10° espermatozoides/mL. En esta linea de raton se observé como
promedio de forma espontanea un nimero de cabezas andmalas entre 26,9-28,8; resultados que se
encuentran por encima de los que se obtienen en las lineas BALB/c y OF-1, pero por debajo de
los que se obtuvieron en la linea NMRI.

Al administrar la CF se encontré un promedio de espermatozoides andémalos de 86,5-112,7;
resultados que al compararse con las lineas OF-1 y NMRI se encuentran por debajo en las
mismas; pero al ser comparados con los inducidos por la CF en ratones BALB/c, en éstos la
sensibilidad fue mayor; se obtienen en la linea BALB/c resultados mayores a los 100
espermatozoides promedio con anomalias visibles.

Al realizar una comparacion entre lineas de ratones, teniendo en cuenta los resultados obtenidos
en el ensayo cometa alcalino, se aprecia que hubo diferencias significativas entre la linea BALB/c
en ambos sexos con las otras, no asi entre las otras tres lineas evaluadas. Estos resultados se
obtuvieron al comparar el porcentaje de nucleoides espontaneos e inducidos con CF en cada uno
de los niveles de dafio, al encontrarse en esta linea los niveles de dafio espontaneos mas bajos e
inducidos aceptables, se destaco su sensibilidad a sustancias mutagénicas como lo es la CF (Mani
y col., 1995; Porter y Singh, 1998; Matuo y col., 2007). En este ensayo se obtuvieron resultados
similares a Marrero y col., (2007), en la linea de ratdbn NMRI, quiénes reportaron valores de UA
entre 59,50-69,75 y el porcentaje de células no dafiadas estuvo entre 37,50-48,00 en ambos sexos.
En el ensayo de micronucleos se obtuvo como resultado que la linea BALB/c igualmente difirio
con las otras tres lineas que se evaluaron en ambos sexos. Las diferencias estuvieron dadas en el
indice de citotoxicidad por la relacién eritrocitos policromaticos (EP)/eritrocitos
normocromaticos (EN), el indice de genotoxicidad (% de EP que contienen micronucleos), asi
como por el nimero de EP con 1, 2 0 mas de 2 micronucleos, como indice de severidad del dafio.
En esta linea se obtuvieron los resultados espontaneos méas bajos e inducidos mas altos, se
destaca la sensibilidad de este biomodelo animal para detectar compuestos clastogénicos.

Los resultados espontaneos e inducidos con dosis de CF de 50 mg/kg en ratones NMRI en el
ensayo de MN, coinciden con los obtenidos por otros autores (Fraga y col., 2001; Remigio y col.,

2001; Curbelo y col., 2013). Sin embargo, los valores espontaneos e inducidos con CF en ratones
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BALB/c no coinciden con los obtenidos por Krishna y Hayashi, (2000) y Krishna y col., (2000),
los cuales establecieron rangos espontaneos entre 0,9-3,1 e inducidos con 40 mg/kg de CF entre
8,8-42,1 % de EP con micronucleos. De igual forma, los resultados obtenidos por Kissling y col.,
(2007), en ratones CD1 no difirieron para los machos en cuanto al porcentaje de EP con MN en
ratones BALB/c, los valores obtenidos por estos autores fueron 0,13-0,27%, sin embargo los
valores en esta misma linea en las hembras si difirieron, pero coinciden con los obtenidos en
ratones OF-1, NMRI y C57BL/6 en ambos sexos.

Por su parte, en el ensayo de aberraciones cromosomicas, Util para detectar in vivo sustancias que
inducen aberraciones de tipo estructural en células de la médula dsea, nuevamente se encontraron
diferencias significativas entre la linea BALB/c, en ambos sexos, con las otras lineas evaluadas.
En la linea BALB/c se observaron los indices espontaneos mas bajos e inducidos intermedios,
teniendo en cuenta las células totales con aberraciones, nimero de aberraciones cromosémicas
y/o cromatidicas, aberraciones del tipo Gaps, asi como el namero de células con poliploidias y el
indice mitotico (variables numéricas) (Tice y col., 1994; Preston y col., 1999; Kramer, 2000).

La linea de ratones OF-1 también difirié de forma significativa de la C57BL/6, en esta Gltima, se
obtuvieron los valores espontaneos e inducidos mas altos, siendo menos eficiente y sensible al
dafio citogenético (Tirunilai, 2012). Los resultados espontaneos encontrados en la linea de ratén
NMRI coinciden con los reportados por Gutiérrez y col., (2012); que obtuvieron resultados de 6-
10 células totales con aberraciones en esta linea de raton. Ademas, los datos espontaneos en
ratones BALB/c coinciden con los reportados por Gerasimova y Topashka-Ancheva; (2009), en
la linea isogénica ICR, con un porcentaje de células con aberraciones de 1,2 (12 células totales
con aberraciones).

Los resultados espontaneos que se encontraron concuerdan para el ensayo de microndcleos y de
aberraciones cromosémicas para las lineas BALB/c y NMRI, segun los indices de dafios
espontaneos declarados por otros autores (Hayashi y col., 1994; Tice y col., 1994; Adler y col.,
1998; Alamone, 1999; Kirkland y col., 2005; Yigiang y col., 2005; Recio y col., 2010; Mazumdar
y col., 2011, Carvalho y col., 2011; Reddy y col., 2011; LeBaron y col., 2013), ademas
concuerdan con los que se encontraron en los grupos controles negativos de estudios realizados
por (Fernandez y col., 2005; Gutiérrez y col., 2012). Para el caso de los ratones de las lineas OF-1

y C57BL/6 aln no se declaran los dafios espontaneos e inducidos con mutagenos, sin embargo, se
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utilizan como biomodelos en ensayos de genotoxicidad in vivo (Betancourt y col., 1998).

Al realizar una comparacion entre estas cuatro lineas en ratones machos, en el ensayo de la
morfologia de la cabeza del espermatozoide, se obtuvo que la linea mas eficiente nuevamente fue
la BALB/c. Esta linea difiri6 de forma significativa de las otras lineas evaluadas, teniendo en
cuenta, que en la misma se obtuvieron los valores mas altos de concentracion espermatica
espontanea como indice de citotoxicidad y los valores mas bajos de anomalias en la cabeza del
espermatozoide como indicador de dafio genotoxico.

Los resultados basales en ratones C57BL/6 coincidieron con los reportados por Wyrobek y
Bruce, (1978); Krzanowska, (1981), Wyrobek y col., (1983), mientras que los resultados
espontaneos e inducidos en ratones de la linea BALB/c no coinciden con los reportados por
Aduloju y col., (2008), los que establecieron en esta linea de raton resultados de 5,05% de
anomalias en la cabeza del espermatozoide, que segun el nimero total de células analizadas
corresponden a un total de 30,85 espermatozoides anémalos como promedio, los cuales son
superiores a los obtenidos.

Krzanowska, (1981), estudio la correlacion entre la edad y las diferentes lineas de ratones
C57BL/6, BALB/c y KE, con las morfologias de la cabeza del espermatozoide. Las anomalias
morfoldgicas de la cabeza del espermatozoide fueron dependientes de la edad y de la linea
evaluada, ademas, en la linea de ratones BALB/c se obtuvo mayor porcentaje de espermatozoides
normales, resultados que coincidieron con otros autores (Mori, 1961; Krzanowska, 1976; Phillips
y Dryden, 1991).

Liu y col., (2009), compararon la susceptibilidad de tres lineas de ratones machos endogamicos
(C57BL/6, DBA/2, BALBI/c), a la exposicion del 1-Bromopropano y como resultado obtuvieron
que la respuesta a este producto dependi6 de la linea genética, pues diferian en la susceptibilidad,
a través de la medicion de los niveles de la CYP2E1 hepatica, la actividad del glutation-S-
transferasa (GST), glutation reducido (GSH), y los niveles de expresion del grupo hemo NAD (P)
H: quinona oxidoreductasa (NQO1) y oxigenasa-1 (HO-1). En este mismo estudio se demostrd
que la linea de ratones BALB/c fue la mas sensible, aunque las tres lineas de ratones fueron
igualmente susceptibles en el conteo de espermatozoides y la motilidad de los espermatozoides,
pero este tltimo fue menor en los ratones BALB/c que en las otras dos lineas evaluadas.

Hayashi y col., (2011), consideran que los resultados que se obtienen en una base de datos, solo
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es aceptable la comparacion con los resultados de bases de datos internos, si se tienen en cuenta,
los mismos tiempos de tratamientos, o conductas similares de tratamiento, si alternativamente se
analiza la misma cantidad de células, si se tienen en cuenta para realizar las bases de datos todos
los resultados e incluso, aquellos que se encuentran fuera de rango, en la misma especie o linea
animal. La valoracion debe ser considerada como un proceso de dos pasos: primero, una
comparacion de los datos experimentales con el control negativo del ensayo realizado y segundo,
una consideracion de si los resultados son significativos, cuando se comparan con la distribucion
de los datos historicos propios (Hayashi y col., 2011).

Estas consideraciones se tuvieron en cuenta para analizar las diferencias significativas
encontradas en esta investigacion y los resultados de otros autores con los cuales se compard y se
discutio en este experimento.

Hayashi y col., (2011), plantean que los resultados obtenidos de las bases de datos deben ser
provenientes de un minimo de 10 experimentos de los controles negativos y positivos, pues se
toman resultados que se realizaron en diferentes tiempos, en diferentes afios y a diferentes
condiciones ambientales y de manejo, los cuales tienden a aumentar la desviacion estandar, causa
por la cual, los autores establecen un nimero elevado de resultados, siendo como Optimo 20
investigaciones. En este caso no es necesario este numero elevado de resultados, si se tiene en
cuenta, el hecho de haber administrado y evaluado los indices espontaneos e inducidos en los
diferentes ensayos y en las diferentes lineas al mismo tiempo y bajos las mismas condiciones
experimentales, por lo general, debe aumentar la robustez de los resultados y disminuir la
variabilidad.

El resultado obtenido, que sustenta que los ratones BALB/c son los mas sensibles entre las lineas
comparadas, no establece para nada un criterio de obligacion a realizar los ensayos de
genotoxicidad in vivo en esta linea en particular, pero constituye un punto importante a declarar o
discutir a la hora de realizar un disefio experimental en estudios de este tipo, sobre todo, cuando
los ensayos de genotoxicidad in vitro han sido positivos al dafio y los in vivo en otra linea de
roedor han resultado negativos. Una estrategia seria utilizar una linea més sensible, por lo que la
utilidad de estos resultados va encaminada a la clasificacion de sustancias poco genotoxicas, que
son las mas dificiles de determinar, cuando las evidencias estadisticas enmascaran la posible

genotoxicidad del producto evaluado.
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Conclusiones parciales

1. Los resultados obtenidos en la linea de ratones BALB/c difieren significativamente de las
otras lineas evaluadas, donde se encontraron los indices espontdneos mas bajos e
inducidos aceptables con ciclofosfamida.

2. En la linea C57BL/6 se obtuvieron los indices de dafio al ADN espontaneos e inducidos

mas altos, siendo la menos eficiente.

4.1.2. Comparacion de los niveles de dafio al ADN espontineo e inducido entre ratas de
ambos sexos de las lineas Sprague Dawley, Lewis y Wistar

El hecho de observarse el dafio en células somaticas y germinales evidencia que las dosis, via 'y
numero de exposiciones fueron las apropiadas para no lograr dafio sistémico, al no observarse
animales con signos y sintomas indicativos de toxicidad.

En la Tabla 8 se observa que en las tres lineas de ratas que se evaluaron en el ensayo cometa
alcalino, los resultados difirieron entre los grupos controles negativos, sustancias vehiculos 1y 2
con los resultados que se obtuvieron con el uso de la CF. Por otro lado, se observd menor
numero de dafio al ADN esponténeo en la linea de ratas SD en ambos sexos; en la cual se obtuvo
un porcentaje de nucleoides con grado 0 en un rango entre 69,11-87,31 en los machos.

De igual forma, difirieron los resultados de la longitud de migracién del ADN entre las ratas SD
en ambos sexos y las otras tres lineas evaluadas, al experimentar las ratas SD la menor longitud
de migracion del ADN, indicador que es proporcional a la rotura de las cadenas de ADN (Collins,
2004), por tanto, se infiere que de forma espontanea las ratas SD son mas resistentes a este tipo
de dafio.

Los resultados de induccion obtenidos con la CF no difirieron entre lineas en ambos sexos.
Ademas, se puede apreciar que en las tres lineas de ratas evaluadas la CF indujo un aumento de
nucleoides de grado 1 y 2, y en menor porcentaje de grado 3 y 4, lo cual permite caracterizar el
efecto mutagénico de la CF en este ensayo in vivo.

Los resultados espontaneos que se obtuvieron en ratas SD en el ensayo cometa de leucocitos de
sangre periférica concuerdan con los obtenidos por Gonzélez y col., (2002), los cuales
establecieron valores de longitud de dafio al ADN en el control negativo como promedio de 51,9
pum. Ademas, los valores encontrados en ratas SD concuerdan con el numero de UA declaradas

por Narumi y col., (2014), con valores entre 25,3-46,1 UA. Sin embargo, la longitud de dafio o de
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ADN de leucocitos de sangre periférica.

Tabla 8. Comparacién entre ratas Sprague Dawley, Lewis y Wistar de ambos sexos al utilizarse como biomodelos en el ensayo cometa alcalino, segin induccién de dafio al

Unidades Grado 0 | Grado 1 | Grado 2 | Grado 3 | Grado 4
Grupos Sexo | LM-ADN (nm) Arbitrarias
(% Nucleoides)
Ratas Sprague Dawley de ambos sexos
Control H 48,41 + 2 91a 34,80 + 10,24a 79,1444 32a 11,8645,02a 5,37+3,10a 2,32+£1,01a 1,31+£1,00a
Negativo M 47,63 + 3,10a 33,46 + 7,51a 80,10 + 5,22a 11,23 £ 5,56a 5,00 + 2,89a 2,45+ 1,20a 1,22 £ 0,98a
Sustancia H 49,32 + 3,02a 32,56 £ 10,20a 80,32 + 7,83a 11,11+ 4,28a 5,25+ 2,99a 2,33+ 1,73a 0,99 £ 0,34a
Vehiculo 1 M 46,56 + 2,84a 35,03 + 8,90a 78,21 £9,10a 13,19+ 4,77a 4,98 + 2,33a 2,60 + 1,26a 1,02 £0,83a
Sustancia H 48,68 £ 1,99a 33,19 £ 10,31a 80,46 + 6,59a 10,78 £5,11a 5,17 + 3,15a 2,29+ 151a 1,30 + 0,99a
Vehiculo 2 M 47,70 + 3,54a 33,44 + 7,62a 79,75+ 3,83a 12,19 £ 4,99a 4,96 + 2,51a 2,07 +1,65a 1,28+ 1,01a
Control H 72,13 +6,92*a | 101,45+ 13,28*a 35,56 + 3,55*a | 4347 +344*%a | 10,31 +3,91* 6,08 + 2,80* 4,78 + 2,46*
Positivo (CF)! M 71,81 + 5,66*a 106,83 + 14,11* 32,76 + 4,88*a 44,67 £ 4,77* 10,56 + 3,68* 7,00 + 2,00* 5,01 +2,51*
Ratas Lewis de ambos sexos
Control H 60,94 + 5,92 74,77 + 13,50 56,21 + 2,32 25,85+ 3,10 8,81+1,20 5,22 £1,52 3,91+£0,86
Negativo M 63,28 + 4,11 69,99 + 15,20 58,85+ 1,89 23,98 + 2,77 8,93+ 2,00 481+ 2,01 3,43+0,60
Sustancia H 63,59 + 3,99 71,57 £ 14,30 57,12+ 2,20 25,45 + 3,22 9,02+2,12 5,56 + 0,96 2,85+ 0,99
Vehiculo 1 M 61,60 + 4,46 72,03 £ 11,55 55,30 £ 2,82 28,49 + 2,67 8,10+ 1,92 5,10+ 1,00 3,01+0,51
Sustancia H 63,10 + 4,27 71,57 + 12,69 54,80 + 3,29 29,91 £2,09 7,52 £ 3,05 4,74 + 2,62 3,10+ 1,20
Vehiculo 2 M 60,88 + 4,41 69,86 + 13,77 55,31+ 3,11 29,56 + 3,02 8,08 + 2,99 4,10+ 2,83 2,96 £ 1,33
Control H 86,52 + 8,68* 112,68 + 22,29* 27,10 + 4,15* 50,00 + 5,14* 11,00 + 5,81* 6,92 + 3,60* 4,98 + 4,26*
Positivo (CF)! M 85,13 + 9,08* 110,24 + 21,73* 26,76 + 4,88* 51,17 £ 5,22* 11,10 + 4,99* 7,01 + 3,10* 3,96 + 5,32*
Ratas Wistar de ambos sexos

Control H 64,10 + 4,56 79,19 £ 9,62 55,11 + 2,32 26,10 + 2,80 7,99+131 6,09+1,12 4,71+£0,21
Negativo M 65,08 + 3,88 73,23 +11,23 57,10 £ 2,20 24,92 + 2,05 9,16 £ 1,55 529+ 1,72 3,53+0,23
Sustancia H 63,66 + 4,35 68,98 + 17,13 57,85+1,83 24,99 £ 4,10 9,77+2,01 511+1,23 2,28 £1,33
Vehiculo 1 M 64,42 + 5,05 68,19 + 13,38 56,50 £ 1,12 29,10+ 1,88 7,21+210 4,09 +2,26 3,10+0,13
Sustancia H 62,41 + 4,01 73,46 + 10,36 55,77 + 2,56 28,11 +3,29 6,85 + 3,99 5,43+ 2,07 3,84 £0,81
Vehiculo 2 M 63,82 + 4,60 69,56 + 11,93 54,11 £4.21 30,86 + 2,55 8,88 £2,01 3,66 +2,83 249+220
Control H 85,88 + 9,41* 111,63 + 21,18* 26,77 + 4,66* 49,87 + 5,90* 11,90 + 4,93* 7,88 + 2,40* 3,58 + 4,85*
Positivo (CF)! M 85,21 + 7,82* 111,80 + 22,11* 27,23 +4,33* 50,05 + 5,88* 10,52 + 5,20* 8,09 + 2,66* 4,11 + 4,99*

CF (Ciclofosfamida), 'Administracion por via i.p. *p<0,05 (comparacion contra el control negativo en la misma linea genética, test de U de Mann Whitney). a=p<0,05 (difiere
al comparar entre lineas teniendo en cuenta la misma variable en el mismo grupo experimental, test de U de Mann Whitney). (X media; DE desviacién estandar, para las dos
series experimentales). LM: Longitud de migracion del ADN. H: Hembras. M: Machos.
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migracion del ADN no concuerda en ratas machos SD con Mohammad y col., (2008), en el
control negativo la longitud de dafio fue de 101-122 um, resultados que son el doble de los que se
obtienen espontaneamente en esta investigacion. Los resultados de la longitud de dafio al ADN en
ratas Wistar tampoco concuerdan con los reportados por Wu y col., (2006), los que plantean
longitudes de dafio entre 9,09-11,73 pum.

En las Tablas 9 y 10 se muestran los resultados del ensayo de micronucleos en médula 6sea. La
CF difiri6 nuevamente en las tres lineas de ratas evaluadas. EI menor resultado espontaneo de
citotoxicidad dado por la relacion EP/EN se obtuvo en la linea de ratas SD en ambos sexos, estos
resultados se encuentran dentro de los rangos declarados internacionalmente al utilizar esta linea
de rata en estudios de genotoxicidad y antigenotoxicidad (Gocke y col., 2009); ademas difirieron
de forma significativa entre esta linea y las ratas Lewis y Wistar.

En la linea SD los resultados de citotoxicidad se encuentran entre 1,12-1,24 y el indice de
genotoxicidad estuvo entre 0,09-0,21 % de eritrocitos policromaticos con microndcleos, el cual
difirié con las otras lineas de ratas evaluadas. Igualmente, la respuesta de esta linea de rata a la
CF fue alta, pero menor a los resultados de clastogenicidad que se obtuvieron en las lineas Lewis
y Wistar en ambos sexos.

Los resultados espontaneos del total de MN en ratas SD fueron bajos al compararse con las otras
lineas evaluadas y en ambos sexos, estando en un rango entre 22-32 MN totales. Por otra parte,
la CF indujo un nimero considerable de MN en esta linea de ratas, pero su mayor efecto
clastogenico se logro en los machos de la linea Wistar, resultados que concuerdan con varios
autores que destacan la sensibilidad de ratas Wistar a clastogenos quimicos (Zdfiga y col., 1996;
2001; Gocke y col., 2009). En este experimento tampoco se observaron diferencias significativas
entre sexos y fue baja la variabilidad de los resultados dentro de una misma linea de ratas, lo cual
esta en conjuncion con los estudios que realizé Zufiga y col., (2001).

Un estudio que realizaron Krishna y col., (2000), en el ensayo de micronicleos en ratas Wistar
resportd valores mas altos, tanto en los indices espontaneos tratados con sustancias vehiculos
como los indices de EP con MN en animales tratados con CF, los cuales difieren para todas las
lineas de ratas utilizadas en este ensayo, los valores espontaneos estuvieron entre 1,3-5,3% de EP
con MN, en cambio la CF indujo de 10,4-33,8 % de EP con MN (Krishna y col., 2000). Sin

embargo, los resultados no difieren con Kissling y col., (2007), en cuanto a los obtenidos

53

Dr. MVZ Daniel Francisco Arencibia Arrebola, MSc.



Tabla 9. Comparacién en el nimero total de eritrocitos poli y normocromaticos, indice de citotoxicidad y
porcentaje de EP con microndcleos en médula 6sea de ratas Sprague Dawley, Lewis y Wistar de ambos sexos.

Grupos | Sexo | EP | EN | EPEN | MN-EP (%)
Ratas Sprague Dawley de ambos sexos

Control negativo H 1086 + 16,91 914 + 16,91a 1,19 + 0,06a 0,22 +0,01
M 1092 +12,33a 908 + 12,33a 1,20 £ 0,03a 0,19 + 0,05a

Sustancia H 1095 + 11,75a 905+ 11,75a 1,21 +0,02a 0,20 + 0,02a
vehiculo 1 M 1088 + 13,20 912 +13,20a 1,19+ 0,04a 0,21 +0,02a
Sustancia H 1084 + 14,62 916 + 14,62 1,18 £ 0,04 0,17 + 0,05a
vehiculo 2 M 1082 + 17,51 918 + 17,51 1,18 + 0,06 0,15+ 0,06a
Control positivo H 940 + 12,58*a 1060 + 12,58*a 0,89 + 0,04* 1,74 £1,03*a
(CR)* M 946 + 10,37*a 1054 + 10,37*a | 0,90 +£0,03*a | 1,68 +0,92*a

Ratas Lewis de ambos sexos

Control negativo H 1052 +9,81 948 + 9,81 1,11 +0,02 0,33+0,05

M 1044 + 7,56 956 + 8,10 1,09 +£0,03 0,32 + 0,06

Sustancia H 1058 + 8,89 942 + 10,05 1,12 £ 0,02 0,34 + 0,06

vehiculo 1 M 1063 + 6,10 937 £ 12,09 1,13+0,02 0,34 + 0,05

Sustancia H 1049 + 9,53 951 + 10,04 1,10 +0,03 0,29 + 0,07

vehiculo 2 M 1061 + 9,98 939 + 11,12 1,13+ 0,02 0,30+ 0,07
Control positivo H 903 + 7,53* 1097 + 7,53* 0,82 +0,02* 2,03 +1,48*
(CF)! M 896 + 8,10* 1104 + 8,10* 0,81 +£0,02* 2,00 +£1,08*

Ratas Wistar de ambos sexos

Control negativo H 1056 + 10,23 944 + 10,23 1,12 +£0,03 0,37+ 0,02

M 1066 + 6,86 934 + 7,09 1,14 +£0,02 0,34+ 0,04

Sustancia H 1048 + 8,42 952 + 8,42 1,10 £ 0,03 0,34 + 0,05

vehiculo 1 M 1050 + 9,04 950 + 8,01 1,11 +£0,03 0,38 £ 0,03

Sustancia H 1041 £ 9,53 959 + 10,04 1,10 £ 0,03 0,35+ 0,03

vehiculo 2 M 1057 + 9,71 943+9,71 1,12+ 0,04 0,32+ 0,05
Control positivo H 884 + 10,82* 1116 +£5,13* 0,79 £0,03* 2,01 +£1,56*
(CF)! M 889 + 7,20* 1111 +7,20* 0,80 +0,02* 2,05 +1,16*

CF (Ciclofosfamida). tAdministracion por via i.p. Determinaciones en 2 000 células/animal.*p<0,05
(comparacién con el control negativo en la misma linea genética, ANOVA). a=p<0,05 (difiere al comparar entre
lineas teniendo en cuenta la misma variable en el mismo grupo experimental, ANOVA). (X media; DE
desviacion estandar, para las dos series experimentales). H: Hembras. M: Machos. EP: Eritrocitos
policrométicos. EN: Eritrocitos normocromaticos. MN: Micronucleos.



Tabla 10. Comparacion del nimero total de microntcleos y de eritrocitos policromaticos con uno, dos 0 mas de
dos micronucleos en médula 6sea de ratas Sprague Dawley, Lewis y Wistar de ambos sexos.

Grupos | Sexo | MN | EP(1MN) | EP(2MN) | EP (+2 MN)
Ratas Sprague Dawley de ambos sexos
Control H 32 24 7 1
negativo M 27a 20a 6 1
Sustancia H 29a 25 4a 0
vehiculo 1 M 30a 26 3a 1
Sustancia H 25a 19a 5a 1
vehiculo 2 M 22a 16a 5a 1
Control H 250*a 158*a 80*a 12*a
positivo (CF)* [ M 241*a 152*a 73*a 16*a
Ratas Lewis de ambos sexos
Control H 48 33 13 2
negativo M 47 30 15 2
Sustancia H 49 36 10 3
vehiculo 1 M 50 40 8 2
Sustancia H 42 28 11 3
vehiculo 2 M 44 29 13 2
Control H 295% 179* 95* 21*
positivo (CF)? M 291* 174* 90* 27*
Ratas Wistar de ambos sexos
Control H 54 35 16 3
negativo M 49 29 18 2
Sustancia H 50 39 9 2
vehiculo 1 M 55 43 11 1
Sustancia H 51 36 13 2
vehiculo 2 M 46 30 12 4
Control H 292* 175% 92* 25*
positivo (CF)? M 298+ 173* 96* 29*

CF (Ciclofosfamida). *Administracion por via ip. Determinaciones en 2 000 EP/animal. *p<0,01 (comparacion
con el control negativo en la misma linea genética, prueba no paramétrica de y2, para las dos series
experimentales). a=p<0,05 (difiere al comparar entre lineas teniendo en cuenta la misma variable en el mismo
grupo experimental, para la misma prueba estadistica que el anterior). H: Hembras. M: Machos. EP: Eritrocitos
policromaticos. MN: Micronucleos.
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espontdneamente en la misma linea de rata evaluada, Kissling y col., (2007), evaluaron las
diferencias inter-animal e inter-laboratorio en ratas SD, en cuanto al porcentaje de EP con MN y
obtuvieron valores de 0,17-0,29% de EP con MN.

Los resultados del ensayo de aberraciones cromosomicas (Tabla 11) demuestran, una vez mas, el
uso de ratas SD como biomodelo sensible en los ensayos de genotoxicidad. Las aberraciones de
tipo estructural difirieron entre las ratas SD en ambos sexos al compararse con las lineas Lewis y
Wistar. Se obtuvieron los resultados espontaneos méas bajos de células con aberraciones en ratas
SD; estando en el rango entre 17-23 y la CF indujo en esta linea de ratas entre 220-246 células
totales con aberraciones. Aungue el mayor efecto mutagénico de la CF, se logré en la linea de
ratas Lewis, al inducir entre 342-360 células aberradas estructuralmente.

Por otra parte, difirieron los indices mitoticos obtenidos entre la linea SD y las otras evaluadas,
como parametro fundamental de dafio citotdxico. En la linea de ratas SD se obtuvieron los
resultados de indice mitdtico més altos, estando en el rango de 4,81-5,29 % y el menor nimero de
células con poliploidia (1-3) como parametro de aberraciones de tipo numérico, asi como el
menor nimero de aberraciones de tipo Gaps (4-8); parametros que difirieron entre esta linea y las
otras evaluadas en ambos sexos. Tanto en la linea SD, como en la Wistar y Lewis, la CF indujo
altos indices de citotoxicidad y genotoxicidad. En la linea de ratas Wistar llegd a inducir la
formacion de 45-48 metafases con poliploidia y de 99-100 células con aberraciones tipo Gaps.
Ademas, en esta misma linea de ratas fue capaz de disminuir el porcentaje de células en metafase
(IM), entre 2,93-3,02% con respecto a la linea Lewis.

Los resultados de aberraciones cromosomicas enddgenas e inducidas en ratas SD no difieren con
los indices que se establecen internacionalmente (Tice y col., 1994; Gocke y col., 2009; Recio y
col., 2010). Sin embargo, no concuerdan con Rivero y col., (2012), que plantean valores totales
de aberraciones en 500 células analizadas entre 0,12-1,08, que corresponden a 500 células por
grupo para un solo sexo.

Tampoco concuerdan con Curbelo y col., (2013), quiénes establecieron valores de células totales
con aberraciones entre 1,11-2,77 en ratas SD en el grupo control negativo de un disefio
experimental, donde evaluaron la genotoxicidad de varios pesticidas y fertilizantes orgéanicos. Los
obtenidos en esta linea de ratas fueron de 3,5 células totales con aberraciones como promedio,

que corresponde a valores entre 18-23 células con aberraciones totales en un grupo experimental.
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Tabla 11. Comparacion de la frecuencia espontanea e inducida de aberraciones cromosémicas en médula ésea de ratas Sprague Dawley, Lewis y Wistar de ambos sexos.

Células con Aberraciones/1 000 células/grupo®
Grupos Sexo IM (%)* Poliploidia® Gaps? Cromosoémicas Cromatidicas # de Células con
P Rupturas | Intercambios Rupturas | Intercambios aberraciones®
Ratas Sprague Dawley de ambos sexos
Control H 4,81 +0,10¢ le 5¢ 0 0 1lc 7c 18¢c
Negativo M 4,93 £ 0,09¢ 2c 6¢ 0 0 12¢ 5¢ 17¢
Ciclofosfamida H 3,40 + 0,26* 28**¢ 69**c 12**c 25**¢ 168**c 41**¢ 246**c
(50 mg/kg, i.p) M 3,58 £0,43*¢ 23**¢ 62**c 13**c 20**¢ 151**¢ 36**c 220**¢
Sustancia H 4,97 £ 0,21¢c 3¢ 8c 0 0 10c¢ 9¢ 19¢
Vehiculo 1 M 512 +0,18 2c 7c 0 0 13c 6¢c 18¢c
Sustancia H 5,19 + 0,32¢ lc 6¢ 0 0 14c 6¢ 20c
Vehiculo 2 M 5,29 £+ 0,25¢ 3¢ 4c 0 0 15¢ 8c 23c
Ratas Lewis de ambos sexos
Control H 4,38+0,11 7 16 0 0 26 24 50
Negativo M 4,41+0,10 10 17 0 0 33 19 52
Ciclofosfamida H 2,99+0,11* 42** 90** 33** 49** 192** 68** 342**
(50 mg/kg, i.p) M 3,10+ 0,13* 40** 96** 39** 46** 201** 74** 360**
Sustancia H 4,33+0,15 13 19 0 0 23 28 51
Vehiculo 1 M 4,51+0,09 16 20 0 0 35 20 55
Sustancia H 4,47 +0,16 19 18 0 0 38 19 57
Vehiculo 2 M 4,60 £ 0,08 24 20 0 0 40 20 60
Ratas Wistar de ambos sexos
Control H 4,32+0,13 9 20 0 0 30 25 55
Negativo M 4,37+0,11 16 22 0 0 35 16 51
Ciclofosfamida H 2,93 +0,09* 48** 99** 36** 46** 185** 72%* 339**
(50 mg/kg, i.p) M 3,02 £ 0,10* 45** 100** 43** 40** 193** 78** 354**
Sustancia H 4,26 + 0,16 18 21 0 0 26 27 53
Vehiculo 1 M 4,40+0,10 19 18 0 0 37 21 58
Sustancia H 4,42 +0,14 22 23 0 0 42 17 59
Vehiculo 2 M 4,55+0,10 22 18 0 0 37 24 61

aX £ D.E, De un total de 10 000 células/grupo/serie para un total de 20 000 células evaluadas, *p<0,05; ANOVA.
b**n<0,01; prueba no paramétrica 52 (comparacion contra el control negativo para ambas pruebas, en la misma linea genética).
c=comparacion entre lineas genéticas teniendo en cuenta el analisis estadistico en las mismas variables. H: Hembras. M: Machos. IM: Indice mit6tico. Gaps: Huecos de su
significado en inglés.
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La Tabla 12 muestra los resultados del ensayo de la morfologia de la cabeza del espermatozoide,
al evaluar ratas machos SD, Lewis y Wistar.

En las ratas SD se observaron valores de espermatozoides normales espontaneos entre 455,3-
460,3, de igual forma, el numero de espermatozoide anémalos espontaneos estuvo en intervalos
entre 39,4-44,7 en 500 células registrables. Las formas predominantes de anomalias en la cabeza
del espermatozoide fueron las de tipo amorfo, con intervalos entre 14,3-18,4. En esté linea de
ratas se obtuvo una concentracion basal entre 1,97-2,18x10° células/mL y el porcentaje de
espermatozoides con gota citoplasmatica fue de 6,4-8,9 como promedio. Los valores de
anomalias en la cabeza del espermatozoide encontradas coinciden con Trivedi y col., (2010),
quiénes obtuvieron resultados similares a los establecidos para la linea SD.

En el grupo que se administro la CF estos valores fueron mas altos, difiriendo significativamente
con los controles (Prueba de ANOVA, p<0,05), la CF logro inducir hasta 92,0 espermatozoides
anomalos en 500 células registrables, las morfoanomalias predominantes fueron en forma de
banana (30,0 como promedio) y sin gancho (30,5 como promedio). La concentracion espermatica
bajé hasta 0,81x10° células/mL y el porcentaje de espermatozoides con gota citoplasmatica fue
en el orden del 43,2 % como promedio

Al evaluar ratas Lewis se observaron valores de espermatozoides normales espontaneos entre
424,9-432,4, de igual forma el nimero de espermatozoide andmalos espontaneos estuvo en
intervalos entre 67,6-75,1 en 500 células registrables. Las formas predominantes de anomalias en
la cabeza del espermatozoide fueron las de tipo amorfo con intervalos entre 22,1-25,9, unido a las
formas de banana con intervalos entre 19,6-24,1. En esta linea de rata se obtuvo una
concentracion basal entre 1,81-1,90x10° células/mL y el % de espermatozoide con gota
citoplasmatica fue de 10,6-14,1 como promedio.

Para el grupo tratado con CF estos valores fueron mas altos, difiriendo significativamente con los
controles (Prueba de ANOVA, p<0,05), la CF logré inducir hasta 127,9 espermatozoides
andmalos en 500 células registrables, las anomalias predominantes fueron en forma de banana
(42,8 como promedio) y sin gancho (43,9 como promedio). La concentracion espermatica bajo
hasta 0,63x10° células/mL y el porcentaje de espermatozoides con gota citoplasmatica fue en el
orden del 60,6 % como promedio

Las ratas Wistar experimentaron valores espontaneos de cabezas de espermatozoides normales,
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Tabla 12. Comparacion en la morfologia de la cabeza del espermatozoide, % de espermatozoides con gota citoplasmatica y concentracién espermatica en epididimos de ratas
machos Sprague Dawley, Lewis y Wistar.

Grupos Normales Anormales Amorfos Bananas Sin Gancho Dos Colas % EGC Conce’ntracmn (10%)
células/mL
Ratas Sprague Dawley
CN 460,42 £19,43a | 39,60+ 10,40a | 14,31+4,36a 10,40 £ 8,22a 13,70 £+ 6,86a 1,20+ 0,77a 7,51+237a 2,18 £0,53a
Sv1 460,60 + 8,35a 39,40 + 8,38a 16,61 + 6,64a 9,32 +4,43a 11,81+ 3,71a 1,71£0,90 6,42 + 3,24a 2,09 +£0,37a
SvV2 455,30 £ 17,58 | 44,71 £13,53a 18,40 + 3,84 11,42 + 7,96a 12,61 + 6,10a 2,30+ 1,73 8,92+4,10 1,97 + 0,27
CF® 408,02 +7,08*a | 92,01 +7,07*%a | 27,62+8,01*a | 30,01+2,97*a | 30,50+ 7,04*%a | 3,93 +0,56%a | 43,23+6,12*%a 0,81 £0,32*a
Ratas Lewis
CN 430,70 £ 9,26 69,30 £ 9,25 22,10+ 3,10 23,90 £ 7,67 20,61+ 9,26 2,70+ 0,54 10,66 £ 6,18 1,81 £0,45
Sv1 432,41+ 7,84 67,61 +7,82 23,63 + 3,95 19,61 + 10,11 21,52 + 7,36 2,90+ 0,46 11,88 + 5,90 1,90+ 0,26
SV2 424,90 + 8,10 75,11+ 8,17 25,90 + 1,56 24,12 + 6,42 22,12 + 8,78 3,00+04 14,14 + 7,60 1,86 £0,21
CF? 372,12 £6,63* | 127,94+ 6,67* | 36,24 £9,73* 42,82 £7,29* | 4393+10,01* | 501+0,74* 60,61 + 8,24* 0,63 + 0,30*
Ratas Wistar
CN 428,60 £ 7,90 71,40+ 7,98 22,60 + 2,84 22,80+ 8,19 23,10 £ 9,55 2,90+ 0,64 11,75+ 5,24 1,79+£0,30
Sv1 433,91 + 8,83 66,10 + 8,82 23,00 £ 4,26 20,10 £ 8,72 19,91+ 8,14 3,15+£0,55 12,33£4,95 1,89+0,38
SV2 425,12 £9,37 74,92 £ 9,33 25,10+ 2,35 23,90+ 7,61 22,62+9,14 3,30+ 0,48 14,57 £ 6,25 1,81+0,24
CF® 369,20 £ 4,25% | 130,81 +4,26* | 37,02+5,57* 45,23 + 6,95* 43,10 + 9,86* 5,51 +£0,39* 62,10 £ 9,77* 0,60 + 0,30*

CN: Control negativo. SV1: Sustancia vehiculo 1. SV2: Sustancia vehiculo 2. CF: Ciclofosfamida. EGC: Espermatozoides con gota citoplasmatica. ® Administracién por via
i.p, durante 5 dias. Determinaciones en 500 células/animal. *p<0,05 (comparacion con el control negativo en la misma cepa, ANOVA). a=p<0,05 (difiere al ser comparados
los resultados entre cepas teniendo en cuenta la misma variable en el mismo grupo experimental, ANOVA). (X media; DE desviacion estandar, para las dos series
experimentales).
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entre 425,1-433,9 como promedio, y los espermatozoides andmalos estuvieron entre 66,1-74,9 en
500 células registrables. Estos resultados concuerdan con Shetty, (2007); quien obtuvo en sus
controles negativos 446,8 espermatozoides normales y 7,8 andmalos como promedio. Sin
embargo, difieren con los encontrados por Laxminarayana y col., (2010), los cuales obtuvieron
como promedio valores de espermatozoides andmalos en ratas Wistar entre 15-25.

Las anomalias morfoldgicas predominantes en el presente estudio fueron: los amorfos de 22,6-
25,1, en forma de banana de 20,1-23,9 y por ultimo, espermatozoides sin gancho de 19,9-23,1.
El % de espermatozoides con gota citoplasmatica endégenos estuvieron en el rango entre 11,7-
14,5 como promedio. En tanto, la concentracién espermatica encontrada estuvo entre 1,79-
1,89x10° células/mL.

En esta linea de rata la CF indujo valores de espermatozoides anémalos en el orden de los 126,6-
135,0 en 500 células registrables. Las morfoanomalias inducidas predominantes fueron las
formas de bananas con valores de 45,2 y espermatozoides sin gancho con valores de 43,1. La CF
indujo en ratas Wistar hasta 62,1% de espermatozoides con gota citoplasmatica y la
concentracion de espermatozoides disminuy6 considerablemente hasta 0,30-0,90x10° células/mL.
Para el caso de la CF tampoco coincidieron los resultados con Shetty, 2007, ya que este autor
obtuvo valores medios de espermatozoides normales de 188,8, en 500 células contables.

Al realizar una comparacion entre lineas se obtuvo que las ratas SD, presentaron los valores
espontdneos mas bajos de anomalias en la cabeza del espermatozoide y del porcentaje de
espermatozoides con gota citoplasmatica, asi como la mayor concentracion espermatica
enddgena, difiriendo significativamente con las otras lineas (Prueba de ANOVA, p<0,05). En
tanto, la linea Lewis presentd los valores mas altos de espermatozoides anomalos y la Wistar los
valores mas altos del porcentaje de espermatozoides con gota citoplasmatica y los mas bajos de
concentracion espermatica, sin diferir entre ellas (Prueba de ANOVA, p<0,05). La linea de ratas
Wistar resultd ser la méas susceptible al mutageno utilizado, mostrando los valores mas altos de
espermatozoides andmalos con gota citoplasmatica y los valores mas bajos de concentracion
espermética. Por otro lado la linea Lewis presentd los resultados méas altos de espermatozoides
anomalos y la Wistar los valores més altos del porcentaje de espermatozoide con gota
citoplasmética y los méas bajos de concentracion espermaética, sin diferir entre ellas (Prueba de
ANOVA, p<0,05).
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En estudios previos se demostré que las diferentes lineas de ratas difieren entre si, en cuanto a las
tasas de dafio en variables bioguimicas, hematoldgicas, asi como en el metabolismo de
xenobidticos y de metales pesados (Aleman y col., 1997; Gonzales y col., 2001; 2003; Yucra y
col., 2008; Recio y col., 2008).

Las ratas SD son muy utiles en los ensayos de genotoxicidad y de toxicologia de la reproduccion;
se utilizan como biomodelos en ensayos de fertilidad y teratogénesis, por presentar bajas tasas de
anomalias en la cabeza del espermatozoide, asi como un amplio conocimiento de sus patologias
congenitas espontaneas (Shayne, 2007).

Es una ventaja del presente estudio obtener como resultado que las ratas SD experimentaron
menores indices de dafio en el ensayo evaluado, con cierto grado de susceptibilidad a la CF, ya
que en este tipo de linea se obtiene una alta variabilidad de respuesta, por ser heterocig6tica, la
cual es tipica en las poblaciones humanas; por lo que es posible reproducir fielmente los procesos
fisioldgicos en semejanza con los humanos con mayor grado de exactitud que las otras lineas de
ratas evaluadas. Esto demuestra que genéticamente la linea de ratas SD es mas estable que las
otras evaluadas, ademas la existencia de una respuesta aceptable a la accion de la sustancia
mutagénica que se utilizo.

Conclusiones parciales

1. La linea de ratas Sprague Dawley en ambos sexos difiri6 significativamente con las otras
lineas evaluadas, donde se encontraron los indices espontaneos méas bajos e inducidos
aceptables con cicolofosfamida, teniendo en cuenta las variables analizadas en cada
ensayo de genotoxicidad.

2. La linea de ratas Wistar fue la mas sensible al mutageno que se utilizo y se encontraron

los valores de dafio endégeno més altos.

4.1.3. Comparacion de los niveles de dafio al ADN espontaneo e inducido entre la linea de
raton y de rata mas sensible

Segun los resultados que se obtuvieron en los objetivos anteriores, los ratones de la linea BALB/c
resultaron ser los biomodelos méas sensibles al compararse con las lineas NMRI, OF-1 y
C57BL/6. De igual forma, en el caso de las ratas, fueron las SD al ser comparados los indices
espontéaneos e inducidos de dafio al ADN.

Dadas estas consideraciones generales, en este estudio se compar0 la respuesta del dafio al ADN
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espontaneo e inducido con CF a los tres niveles de expresion del dafio (estructura primaria del
ADN, cromosomas y célula) entre ratones de ambos sexos de la linea BALB/c y ratas de la linea
SD de ambos sexos, en busca del modelo murino mas sensible para utilizarse en este tipo de
ensayos toxicoldgicos. Los resultados de la comparacion entre ratones BALB/c y ratas SD de
ambos sexos en el ensayo cometa alcalino se muestran en la Tabla 13 y en las Figuras 7-10.
Durante los 14 dias de administracion no se evidencio ningun signo clinico de toxicidad. Esto fue
valido para los tres grupos controles y para los animales que se trataron con CF, 48 y 24 h antes
de la eutanasia en las dos especies evaluadas. Los resultados muestran que no hubo diferencias
significativas entre el grupo control negativo y las sustancias vehiculo 1y 2 en las dos especies
evaluadas al comparar las unidades arbitrarias y el porcentaje de nucleoides en cada uno de los
niveles que se analizaron (Tabla 13), ni tampoco se encontraron diferencias significativas entre
Sexos.

Al comparar los resultados del grupo administrado con CF, con el control negativo y con las
sustancias disolventes 1 y 2 se observaron diferencias significativas en cada una de las variables
analizadas. EI namero de unidades arbitrarias inducidas por la CF constituye el doble de las que
indujeron las otras sustancias que se utilizaron en los ratones BALB/c (Figura 8); mientras que en
las ratas SD las UA inducidas por CF constituyen el triple (Figura 10); por otra parte, se observa
también que el efecto fundamental de este mutageno fue el aumento del porcentaje de nucleoides
de nivel 3y 4 (Figuras 7 y 9), niveles que experimentan mayor dafio y degradacion del ADN
(Gonzélez y col., 2002; Gutiérrez y col., 2012). La reparacion por escision de nucle6tidos es un
proceso complejo que elimina al menos un segmento de 29 oligonucle6tidos y que puede
producir la migracion del ADN, lo cual es corregido, segin el célculo de las UA de forma
experimental (Doak y col., 2007; Smith y col., 2008). Tomando en consideracion las UA como
indice de citotoxicidad y genotoxicidad, se observa que bajo las condiciones experimentales
empleadas, la linea de ratones BALB/c present6 un intervalo mayor de UA esponténeas respecto
a la linea de ratas SD, en ambos sexos, resultados que difieren significativamente (p<0,05).

Estos valores se encuentran en el intervalo de 49,51-57,23 para el caso de ratones BALB/c y
entre 32,56-35,03 en ratas SD. Este resultado muestra la conveniencia de la utilizacion de ratas
SD (de ambos sexos), dado que experimentan de forma enddégena un mayor porcentaje de

nucleoides de nivel 0 o sin dafio.
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Tabla 13. Comparacion entre ratones BALB/c y ratas Sprague Dawley de ambos sexos en el ensayo cometa, segun induccién de dafio al ADN de leucocitos de sangre

periférica.
Unidades Grado 0 Grado 1 Grado 2 Grado 3 Grado 4
Grupos Sexo | LM-ADN (um) | 1 itrarias (‘lA) Nucleoides) |
Ratones BALB/c de ambos sexos
Control H 60,36+2,20 49,51 + 10,24 56,00+801 | 3929 +7,49 | 401+417 | 060+ 0,68 | 0,10+ 0,05
Negativo M 62,42+4,11 56,37 + 7,51 5103+314 | 4272+568 | 510+277 | 1,15+ 1,05 | 0,00+ 0,00
Sustancia H 61,87+3,85 57,23 + 10,20 50,82+9,32 | 4213+222 | 605+528 | 1,00+0,93 | 0,00 0,00
Vehiculo 1 M 60,77+4,51 54,25 + 8,90 5550+9,01 | 36,15+358 | 700+466 | 130+145 | 0,050,03
Sustancia H 63,75+3,04 52,15 + 10,31 5747+376 | 3427 +858 | 690+450 | 1,36+046 | 0,00 0,00
Vehiculo 2 M 61,21+2,47 56,33 + 7,62 49,97 £10,03 | 44,92+202 | 400+576 | 1,03+049 | 0,08+0,02
Control H 80,99+8,80* | 118,02+ 13,28* | 23,33 +522* | 5302+ 10,64* | 10,41 + 4,99% | 8,78 +3,90* | 4,46 + 1,43*
Positivo (CF)! M 81,56+9,56* | 112,69+ 14,11* | 2580+ 3,41* | 52,78 +11,98* | 9,37 +1,90* | 7,03 +2,01* | 502+ 0,91*
Ratas Sprague Dawley de ambos sexos

Control H 48,41 +291a 34,80 £ 10,24a 79,14 £4,32a | 11,86 +5,02a 5,37+£3,10 2,32+1,0la | 1,31+1,00a
Negativo M 47,63 + 3,10a 3346+75la | 80,10+522a | 11,23+556a | 500+289 | 2,45+ 120 | 1,22+0,98a
Sustancia H 49,32+302a | 3256+10,20a | 80,32+7,83a | 11,11+4,28a | 525+2,99 | 233+1,73a | 0,99 +0,34a
Vehiculo 1 M 46,56 + 2,84a 3503+890a | 78,21+910a | 13,19+4,77a | 498+233 | 2,60+126 | 1,02+0,83a
Sustancia H 48,68 +1,99a | 3319+103la | 80,46+659 | 10,78 +511a | 517+3,15 | 2,29+151 | 1,30+0,99a
Vehiculo 2 M 47,70 + 3 54a 3344+762a | 7975+383a | 12,19+499 | 496+251 | 2,07+165 | 1,28+1,0la
Control H 72,13+6,92% | 101,45+ 13,28*a | 3556 + 3,55*a | 43,47 + 3,44*a | 10,31+ 3,91* | 6,08 + 2,80*a | 4,78 + 2,46*
Positivo (CF)* M 71,81 +566*a | 106,83+ 14,11* | 32,76 + 4,88* | 44,67 + 4,77*a | 10,56 + 3,68* | 7,00 + 2,00 | 5,01 + 2,51*

CF (Ciclofosfamida), !Administracién por via i.p. *p<0,05 (comparacion contra el control negativo en la misma especie, test de U de Mann Whitney). a=p<0,05 (difiere al
comparar entre especies teniendo en cuenta la misma variable en el mismo grupo experimental, test de U de Mann Whitney). (X media; D.E desviacion estandar, para las dos
series analizadas). LM: Longitud de migracion del ADN. H: Hembras. M: Machos.
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Evaluacion de la eficiencia de biomodelos murinos en los ensayos de genotoxicidad y antigenotoxicidad

Respecto a los niveles de dafio 1y 2, las ratas SD presentaron los valores méas bajos (4,96-13,19
%) y los ratones BALB/c los valores mas altos (4,00-44,92 %), difiriendo de forma significativa a
los que se obtuvieron, tanto de forma endégena como inducida con CF. Los nucleoides grado 1y
2 inducidos por CF en ratas SD registraron valores entre 10,31-44,67 % Yy entre 9,37-53,02 %
para el caso de los ratones BALBI/c.

La comparacion mostré que la linea de ratas SD fue méas sensible en el ensayo cometa que los
ratones BALB/c, ya que las ratas SD experimentaron indices menores endogenos y mayor
resistencia al dafo inducido por la CF bajo las condiciones experimentales empleadas, lo cual
concuerda con Moreno y col., (2010) y Vidal y col., (2010), donse se evaluaron ratas SD como
modelo experimental en ensayos de genotoxicidad y de antigenotoxicidad.

Los resultados obtenidos son importantes para este tipo de estudio, ya que las ratas SD
constituyen una linea heterocigotica, por lo cual mimetizar4 con mayor grado los posibles efectos
de un farmaco evaluado mediante este ensayo en el humano, lo que no se observo en los ratones
de la linea BALBI/c, la cual es isogénica. Los niveles 3 y 4 también difirieron entre especies al
considerar los valores enddgenos y al comparar los valores inducidos, los resultados mostraron
un comportamiento similar.

El alto porcentaje de induccién de nucleoides de los niveles 1-4 en ratones BALB/c y ratas SD
con CF como control positivo evidencia la utilidad de este clastdgeno quimico como inductor de
dafio genotdxico mediante esta técnica en las especies utilizadas. La CF es mas barata, facil de
manipular, presenta menor riesgo para el personal, asi como rapido y facil tratamiento de
desactivacion de Utiles contaminados al compararse con la BL (Tripathi y Jena, 2010).

En la Tabla 14 se observan los resultados del ensayo de micronucleos al comparar los indices
espontaneos e inducidos en ambas especies evaluadas. Se corroboré que el indice de
citotoxicidad endogeno en ratones BALB/c se encuentra en el rango entre 1,15-1,19, y el
inducido esta en el orden entre 0,85-0,87.

Para el caso del indice de genotoxicidad se observa que el valor espontaneo del porcentaje de EP
con MN en esta linea de ratones se encuentra entre 0,13-0,18%, para un total de MN observados
entre 19-26. Para el caso de la induccion de genotoxicidad con CF, este indice experimentd un
ascenso que difiere de forma significativa con los grupos controles, estando en un rango de

valores desde 1,65-1,82%, al inducir la formacion de un nimero total de MN entre 233-258.
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ratas SD y ratones BALB/c de ambos sexos.

Tabla 14. Comparacion de la frecuencia basal e inducida de micronucleos en eritrocitos de médula dsea entre

Grupos | n | EPEN!' | MN-EP(%)' | MN®
Ratones BALB/c
Machos
Control negativo 10 1,18 + 0,01 0,16+ 0,03a 23a
Sustancia vehiculo 1 10 1,16 £ 0,04a 0,18 + 0,04 26
Sustancia vehiculo 2 10 1,19 + 0,05 0,18 + 0,04 25
Control positivo (CF)? 10 0,87 +0,03* 1,82 +0,89*a 258*
Hembras
Control negativo 10 1,15+ 0,05a 0,13 + 0,04a 19a
Sustancia vehiculo 1 10 1,17 + 0,02a 0,14 +0,07a 20a
Sustancia vehiculo 2 10 1,19 + 0,04 0,17 + 0,08 24
Control positivo (CF)? 10 | 0,85+0,02*%a 1,65+0,77* 233*a
Ratas Sprague Dawley
Machos
Control negativo 10 1,20 + 0,03 0,19 + 0,05 27
Sustancia vehiculo 1 10 1,19+ 0,04 0,21 +0,02 30
Sustancia vehiculo 2 10 1,18 + 0,06 0,15+ 0,06 22
Control positivo (CF)? 10 0,90 + 0,03* 1,68 +0,92* 241%*
Hembras
Control negativo 10 1,19 + 0,06 0,22 +0,01 32
Sustancia vehiculo 1 10 1,21 +0,02 0,20 + 0,02 29
Sustancia vehiculo 2 10 1,18 + 0,04 0,17 + 0,05 25
Control positivo (CF)? 10 0,89 + 0,04* 1,74 +1,03* 250*

CF (Ciclofosfamida). 2Administracion por via ip. (“determinaciones en 2 000 células/animal, *p<0,05
comparacion con el control, ANOVA, X media; DE desviacion estandar, para las dos series experimentales).
(Pdeterminaciones en 2 000 EP/animal, *p<0,01 (comparacién con el control, prueba no paramétrica de 2, para
las dos series experimentales). a= p<0,05 (difiere al comparar entre especies teniendo en cuenta la misma
variable en el mismo grupo experimental, utilizando la misma prueba estadistica. EP: Eritrocitos policromaticos.
EN: Eritrocitos normocrométicos. MN: Microndcleos.



Evaluacion de la eficiencia de biomodelos murinos en los ensayos de genotoxicidad y antigenotoxicidad

Con los resultados que se observan en la Tabla 14, se corroboraron los indices espontaneos
presentes en esta especie, teniendo en cuenta, el indice de citotoxicidad que se encuentra entre
1,18-1,21 y el indice de genotoxicidad entre 0,15-0,22. Para el caso de los resultados inducidos
con la CF, se corrobord que esta mutageno es capaz de inducir citotoxicidad en esta especie de
ratas con valores entre 0,89-0,90 e inducir a su vez genotoxicidad con valores entre 1,68-1,74 con
la formacion de 241-250 MN totales.

Se demostrd que mediante el mecanismo de formacion endogena de micronucleos en eritrocitos
de médula 6sea, los ratones BALB/c son més estables genéticamente que las ratas SD,
constituyendo un factor predominante en este estudio el hecho de que esta linea de raton es
isogénica, obteniendo bajas tasas de variaciones genéticas y epigenéticas entre individuos.

En la Tabla 15 se muestran los resultados del ensayo de aberraciones cromosémicas. Para el caso
de los ratones BALB/c los resultados espontaneos del nimero de células con aberraciones se
encuentran entre 7-10. Igualmente se encontraron resultados bajos de células con poliploidia con
valores entre 0-1. El indice mit6tico espontaneo fue alto con valores entre 4,98-5,98%. Ademas,
el nimero de metafases con aberraciones cromosomicas estructurales de tipo Gaps fue entre 2-6.
Al realizar un analisis de estas mismas variables, pero inducidas con la administracion de CF via
i.p, se encontrd que este mutageno indujo la formacion de 175-192 células con aberraciones, al
considerarse un potente inductor de aberraciones de tipo estructural. EI nmero de células con
poliploidia observadas estuvo en el orden de entre 14-18 y el indice mitotico experimentd un
descenso significativo al compararlo con los controles entre 3,89-3,93%. Por su parte, la
induccién de metafases con aberraciones de tipo Gaps difirié con los valores espontaneos, con
resultados entre 44-47 (Tice y col., 1994; Recio y col., 2010; Gutiérrez y col., 2012).

En ratas SD se obtuvieron 17-23 células totales con aberraciones y de 4-8 metafases con
aberraciones de tipo Gaps, ambos valores de frecuencia espontanea. Los valores espontaneos de
células con poliploidias se encuentran entre 1-3 y el indice mitdtico entre 4,81-5,29. Estos valores
espontéaneos difirieron con los que se obtienen por la CF, lo que permite la validez, repetitividad
y eficiencia de esta prueba. La CF indujo entre 220-246 celulas totales con aberraciones en esta
linea de ratas. Ademas, el rango de células con aberraciones Gaps fue entre 62-69, el nimero de
células con poliploidia estuvo entre 23-28 células y el indice mitético experimenté un marcado

descenso al compararlo con los controles entre 3,40-3,58%.
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entre ratas SD y ratones BALB/c de ambos sexos.

Tabla 15. Comparacion de la frecuencia espontanea e inducida de aberraciones cromosémicas en médula 6sea

0,2 Células con b # de Células con
Grupos M) Poliploidia® Gaps aberraciones”
Ratones BALB/c
Machos
Control Negativo 5,65 + 0,56 1 4 7a
Ciclofosfamida (50 mg/kg, i.p) 3,89 + 0,24*a 14**a 47**a 175**a
Sustancia Vehiculo 1 5,49 + 0,53 0 6 8
Sustancia Vehiculo 2 5,86 £+ 0,20a 0 7 10a
Hembras
Control Negativo 5,98 + 0,22a 1 6 8
Ciclofosfamida (50 mg/kg, i.p) 3,93 + 0,84*a 18**a 44**q 192**a
Sustancia Vehiculo 1 4,98 + 0,79 0 5 8
Sustancia Vehiculo 2 5,12 + 0,63 1 2 Oa
Ratas Sprague Dawley
Machos
Control Negativo 4,93 + 0,09 2 6 17
Ciclofosfamida (50 mg/kg, i.p) 3,58 + 0,43* 23** 62** 220**
Sustancia Vehiculo 1 5,12 +0,18 2 7 18
Sustancia Vehiculo 2 5,29 + 0,25 3 4 23
Hembras
Control Negativo 4,81 +0,10 1 5 18
Ciclofosfamida (50 mg/kg, i.p) 3,40 + 0,26* 28** 69** 246**
Sustancia Vehiculo 1 4,97 +0,21 3 8 19
Sustancia Vehiculo 2 5,19 + 0,32 1 6 20

aX + D.E, de un total de 10 000 células/grupo/serie para un total de 20 000 células evaluadas, *p<0,05;
ANOVA .P**p<0,01; prueba no paramétrica 2. Comparacion contra el control negativo para ambas pruebas en
cada especie. a=p<0,05 (difiere al comparar entre especies teniendo en cuenta la misma variable en el mismo
grupo experimental, utilizando la misma prueba estadistica. IM: Indice mitético. Gaps: Huecos de su significado
en inglés.



Evaluacion de la eficiencia de biomodelos murinos en los ensayos de genotoxicidad y antigenotoxicidad

En el ensayo AC el biomodelo més eficiente en cuanto a los indices espontaneos son los ratones
BALBI/c, al experimentar un menor nimero de células con aberraciones, pero las ratas SD
demostraron ser mas susceptibles a la CF, la cual indujo mayor nimero de aberraciones.

En la Tabla 16 se observan los resultados del nimero de espermatozoides anémalos espontaneos
en ratones de la linea BALB/c, los cuales se encuentran en valores de 10,7-16,8. En esta linea de
raton el mayor numero de espermatozoides anomalos fueron amorfos, estando en el rango
esponténeo entre 6,2-12,0. La concentracion espermatica de esta linea de raton se encuentra entre
2,24-2,27x10° células/mL. Tanto los resultados de citotoxicidad como de genotoxicidad
espontaneos encontrados difieren significativamente con los obtenidos con el uso de la CF; lo
cual valida los resultados obtenidos en este estudio.

La CF en ratones BALB/c indujo valores entre 94,2-106,8 espermatozoides anémalos en conteo
de 500 células totales; siendo los espermatozoides en forma andmala amorfa los de mayor
frecuencia (Fernandez y col., 2006; Curbelo y col., 2011). También este mutageno fue capaz de
ejercer su efecto citotoxico, al disminuir de forma considerable la concentracion espermatica en
epididimos, estando en valores entre 0,34-1,34 x 10° células/mL.

En ratas SD se encontraron valores de espermatozoides anémalos espontaneos en el rango entre
39,4-44,7 células en conteo total de 500 (Tabla 16). Las formas predominantes de anomalias
espermaticas en la cabeza del espermatozoides que se observaron fueron amorfo, banana y sin
gancho y se corrobor6 que la concentracion espermatica de esta linea de rata se encuentra en el
rango 1,97-2,18x106 células/mL.

La CF indujo en ratas SD entre 85,0-99,09 espermatozoides anémalos en 500 células totales, con
un aumento del nimero de espermatozoides amorfos, banana y sin gancho, resultados que
difieren de forma significativa con los endogenos de esta especie. A su vez, al inducir la CF estas
formas andmalas justifica su uso como control positivo en protocolos de estudios de teratogénesis
y fertilidad (Rezvanfar y col., 2008).

Al comparar los resultados espontaneos e inducidos entre ambas especies en 10s cuatro ensayos
evaluados, se obtuvo que la linea de ratones BALB/c difiere con las ratas SD en todas las
variables analizadas; siendo esta linea de ratones la de valores espontdneos mas bajos en cuanto
al analisis de las variables genotdxicas, pero a su vez, esta linea experimentd mayor

concentracion espermaética que las ratas SD. Al analizar los resultados de las variables inducidas
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Tabla 16. Comparacion entre ratones BALB/c y ratas SD en el ensayo de la morfologia de la cabeza del espermatozoide y concentracion espermatica en epididimos.

Concentracién‘(10°) % EGC
Grupos Normales Anormales Amorfos Bananas Sin Gancho Dos Colas Células/mL
Ratones BALB/c
CN 489,3245,83a 10,72+45,83a 6,20+5,7a 1,20+1,77a 2,01£3,8a 0,30+1,5a 2,27 +£0,22a 4,11+1,16
Sv1 483,2748,30a 16,83+5,90a 12,00+1,61 1,74+0,30a 2,60£3,11a 0,51+0,95a 2,24 £ 0,26 3,90£1,95a
SV2 487,62+3,75a 12,47+3,75a 7,1645,20a 1,71+1,20a 3,124+2,73a 0,52+0,26a 2,25+ 0,35a 3,8441,39a
CF? 399,5+12,33* 100,514+6,33* 39,10+6,84*a 22,10+3,76* 29,90+6,18* 9,44+2,06*a 0,84 £ 0,55* 26,57+7,11*a
Ratas Sprague Dawley
CN 460,42 + 19,43 39,60 + 10,40 14,31+ 4,36 10,40 £ 8,22 13,70 £ 6,86 1,20+ 0,77 2,18 £ 0,53 7,51 +2,37
SVv1 460,60 + 8,35 39,40 + 8,38 16,61 + 6,64 9,32+4,43 1181+£371 1,71+£0,90 2,09 £ 0,37 6,42 £ 3,24
SV2 455,30 +17,58 | 44,71+13,53 18,40 + 3,84 11,42 +7,96 12,61 +£6,10 2,30+1,73 1,97 £ 0,27 8,92 +£4,10
CF? 408,02 £7,08* | 92,01+ 7,07* 27,62 +8,01* | 30,01+297* | 30,50+7,04* | 3,93+0,56* 0,81 +£0,32* 43,23 + 6,12*

CN: Control negativo. SV1: Sustancia vehiculo 1. SV2: Sustancia vehiculo 2. CF: Ciclofosfamida. ® Administracion por via i.p, durante 5 dias. Determinaciones en 500
células/animal. *p<0,05 (comparacion con el control negativo en la misma especie, ANOVA). a=p<0,05 (difiere al comparar entre especies teniendo en cuenta la misma
variable en el mismo grupo experimental, ANOVA). (X media; DE desviacion estandar, para las dos series experimentales). EGC=Espermatozoides con gota citoplasmatica.



Evaluacion de la eficiencia de biomodelos murinos en los ensayos de genotoxicidad y antigenotoxicidad

se observa que igualmente en el caso de la morfologia de la cabeza del espermatozoide los
ratones BALB/c son mas susceptibles a la CF, pero al medir la citotoxicidad mediante la
concentracion espermatica resultaron ser mas resistentes al dafio inducido por la CF que las ratas
SD. Las diferencias de respuesta entre biomodelos es marcada si se tiene en cuenta que Curbelo y
col., (2011), observaron diferencias significativas dentro de una misma linea de ratones a la
accion de mutagenos quimicos clasicos como la CF con solo variar la dosis.

Los factores que determinan la respuesta o exposicion a los toxicos, tanto ambientales como a los
xenobidticos, se clasifican entre los que dependen del medio ambiente, propios del individuo
(enddgeno o bioldgico), y los derivados de la condiciones de administracién o absorcién del
toxico (Repetto y Repetto, 2009).

En el disefio experimental de todos los estudios discutidos en este epigrafe, tanto para las
diferentes lineas de ratones como de ratas, se mantuvieron controladas las condiciones
ambientales externas, asi como las vias, dosis aplicadas, vehiculos utilizados, fueron comunes
para todos los disefios experimentales. Por tanto, puede que las causas fundamentales de una
respuesta diferente entre lineas de ratones y de ratas estan vinculadas a los factores propios del
individuo (enddgeno o bioldgico). Estos factores afectan uno o varios pasos 0 mecanismos de los
procesos toxicocinéticos incluidos los de biotransformacion, de fase 1y 2.

En estudios previos se establecio que las diferencias entre lineas genéticas de roedores, estan
dadas por los factores genéticos y epigenéticos. Tal y como se refirié con anterioridad, Liu y col.,
(2009), compararon la susceptibilidad de tres lineas de ratones machos endogadmicos (C57BL/6,
DBA/2, BALB/c), a la exposicién 1-Bromopropano, obteniendo diferencias significativas entre
lineas. De igual forma obtuvieron diferencias entre ratones BALB/c y ratas Fisher 344.

Garner y col., (2006), obtuvieron mayor susceptibilidad en los ratones en relacion con las ratas,
por mayor capacidad para el metabolismo de 1-Bromopropano a través de la oxidacion en el
raton B6C3F1 que en ratas Fischer 344, tal y como lo habia demostrado Nakajima y col., (1993),
en un estudio de la administracion intravenosa del 1-Bromopropano, la diferencia en la
susceptibilidad era debido a los mayores niveles de CYP2EL en el higado de ratones B6C3F1
machos en comparacion con los niveles en ratas machos Wistar (Nakajimay col., 1993).

Liu y col., (2009), recomiendan que para delucidar las diferencias entre lineas de ratones se debe

realizar una investigacion adicional exploratoria sobre factores de susceptibilidad mediante el
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anélisis genético de segmentos de ADN relacionados con los genes que subyacen a un caracter
cuantitativo mediante el andlisis de rasgos cuantitativos de locus en inglés Quantitative Trait
Locus Analysis (QTL) (Bloom y col., 2013). Permiten obtener regiones del genoma que
contienen genes implicados en la especificacion de un rasgo cuantitativo, se realiza usando
marcadores moleculares.

Este es un primer paso en la identificacion y secuenciacion de los genes reales subyacentes para
la variacion de un rasgo. Los rasgos cuantitativos se refieren a fenotipos (caracteristicas), varian
en el grado y se pueden atribuir a efectos poligénicos, es decir, producto de dos 0 mas genes, y su
entorno (Bloomy col., 2013).

Ripoll y col., (2003), plantean que las diferencias en la respuesta al uso de antidepresivos para dar
sedacion en varias lineas de ratones en el ensayo de suspension por la cola se debe a la variacién
de densidad del receptor, la afinidad para los receptores, desensibilizacion, transduccion, o
diferencias en el acople con la proteina G en el cerebro. Por otro lado, Borges y col., (2007), en
un estudio sobre tolerancia a endotoxinas establecieron que las diferencias entre las lineas de
ratones C57BL/6 y BALB/c se deben a que esta Ultima es mas sensible a la bleomicina,
resultados que obtuvo cuando monitored los niveles de lactato deshidrogenasa y su relacion con
la actividad de la polimerasa nuclear.

Xiaoging y Howard, 2001, demostraron que las diferencias en la respuesta minima a imipramina
estaba dada por las diferencias genéticas entre 11 hibridos de ratones, por las causas antes
expuestas: diferencias en la densidad del receptor, afinidad del receptor y las vias de
transduccion postreceptor.

Ademas, las diferencias encontradas en cuanto a la respuesta de CF se deben a diferentes niveles
de expresion de los genes que codifican para la enzima citocromo P-4501A1 en el higado, ya
que en estudios previos se demostrd que existen diferencias moleculares y conformacionales en
esta enzima entre diferentes especies y entre lineas diferentes en ratas y ratones. Esta enzima
hepatica es fundamental en la fase | del metabolismo de xenobidticos, que participa en el
metabolismo de la CF en el higado al utilizarse como farmaco citotastico (Amri y col., 1986; Jana
y col., 1998; Quinones y col., 2008).

De esta forma se demuestra que las diferencias epigenéticas ya encontradas entre estas especies

de raton y de ratas (Amri y col., 1986), tienen una alta repercusion en la respuesta enddgena e
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inducida de dafio al ADN, al tener indices de dafio enddgeno tan alto, no permite clasificar en un
menor margen de error aquellas sustancias que se clasifican como de baja accion genotdxica.

Las diferencias epigenéticas siguen siendo el factor predominante a la respuesta enddgena e
inducida en estudios farmacoldgicos y toxicoldgicos, pues las lineas de roedores, difieren en las
tasas de susceptibilidad puesto que la ADN polimerasa durante la fase de replicacion presenta un
polimorfismo genético alto entre especies-lineas, que trae como consecuencia diferencias en la
tasa de correccion de la reparacion por mutacion que depende de la especie, linea-individuo
(Caldji y col., 2004).

Ohta y col., (2009), encontraron diferencias significativas en los indices espontaneos de
anomalias en el espermatozoide incluyendo las de la cabeza en ratones BALB/c con edades y
sublineas diferentes, compararon las anomalias obtenidas entre la primera generacién y sus hijos
y concluyeron que estas anomalias dependian de la edad y las generaciones obtenidas.

El factor propio del individuo (enddgeno o biologico), también pudiera ser la causa de las
diferencias encontradas con otros autores, debido al alto grado de variacion epigenética entre las
especies de roedores dado por la expresion del genotipo y el fenotipo al ambiente y la
alimentacion (Amri y col., 1986; Jana y col., 1998; Quinones y col., 2008; Ohta y col., 2009;
Sanhueza y Valenzuela, 2012).

El impacto del medio ambiente puede ser externo o interno; el efecto externo se determina por la
temperatura, cantidad de luz, humedad ambiental, cantidad de gases contaminantes, presion
atmosférica, entre otros y el efecto interno se determina principalmente por la dieta (Sanhueza y
Valenzuela, 2012). La dieta tiene efectos diversos sobre los distintos individuos y el estudio de
estos efectos conduce al desarrollo de la nutrigenémica (Houle y col., 2010).

Los nutrientes que a diario y durante varias veces al dia ingresan al organismo determinan
expresiones de la nutrigendmica y de la nutrigenética. La nutrigenémica implica entender como
los componentes de la dieta afectan la expresion de los genes, es decir, qué genes se inducen y
cuales se reprimen frente a un determinado nutriente. La nutrigenética, se ocupa de entender el
coémo responden los genes frente a una dieta determinada, teniendo en cuenta la variacion en la
poblacién y sobre todo la individual.

En este punto debe tenerse encuenta el rol que cumplen los polimorfismos de un sélo nucleétido

y por otro lado los efectos epigenéticos, que sin duda influyen en todos los niveles, es decir, en la
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transcriptomica, la protedmica y la metabolémica (Xacur-Garcia y col., 2008; Houle y col., 2010;
Sanhueza y Valenzuela, 2012).

Se conoce como influyen los componentes bioactivos de los alimentos y como estos pueden
interactuar con los genes, afectando a los factores de transcripcion, expresion de proteinas y
produccién de metabolitos. La dieta logra efectos negativos o positivos, al relacionarse con los
genes en los marcadores epigenéticos como patrones de metilacion, acetilacion de histonas o
cambios en modificaciones post-traduccionales de las histonas y cambios en las proteinas
asociadas a la cromatina (Rodriguez y col., 2004; Xacur-Garcia y col., 2008; Houle y col., 2010;
Fenech y col., 2011; Sanhueza y Valenzuela, 2012).

Otros autores han estudiado desde el punto de vista epigenético el efecto de la edad, la dieta y el
estilo de vida en el grado de variacién a la respuesta y formacién de micronicleos en sangre
periférica humana, obteniendo como resultado que estas variables tienen una relacion
directamente proporcional, es decir de cualquiera de las dos variantes al analizar los factores
independientes o0 en su conjunto aumentan la frecuencia de micronlcleos en EP de sangre
periférica (Fenech y Bonassi, 2010). Por otra parte, la nutricion ejerce su impacto en los
resultados de salud, al afectar directamente la expresion de genes en las vias metabdlicas
esenciales o indirectamente, al afectar la incidencia de mutaciones genéticas en la secuencia de
bases y de los cromosomas, que a su vez, provoca alteraciones en la expresion génica (Fenech y
col., 2011).

Conclusiones parciales

1. El biomodelo mas sensible en el ensayo cometa fueron las ratas Sprague Dawley, estos
valores difirieron significativamente con los resultados en ratones BALB/c, teniendo en
cuenta los valores espontaneos e inducidos de dafio al ADN.

2. Los resultados de la comparacion entre ambas especies en el ensayo de microndcleos,
aberraciones cromosémicas y de la morfologia de la cabeza del espermatozoide
evidenciaron que el biomodelo experimental mas sensible en cuanto a los indices
espontéaneos fueron los ratones BALB/c.

3. Las ratas Sprague Dawley demostraron ser mas susceptibles a la ciclofosfamida, la cual
indujo mayor namero de microndcleos y células con aberraciones, siendo esta linea de

ratas el biomodelo més sensible para determinar actividad genotoxica de nuevos farmacos
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que induzcan dafio al ADN por efecto alquilante.

4.2. Evaluacion del efecto genotoxico de la ciclofosfamida y la bleomicina en diferentes
disefios experimentales en la linea de ratéon y de rata seleccionada como biomodelos de

antigenotoxicidad

4.2.1. Evaluacion del efecto genotéxico de la ciclofosfamida y la bleomicina en ratas SD de
ambos sexos como biomodelos de antigenotoxicidad en el ensayo cometa alcalino

Segun los resultados expuestos en la Tabla 17, los 4 grupos en los cuales se utilizaron las
sustancias mutagénicas difirieron de forma significativa con el grupo control disolvente. Esto
demuestra, que se logro inducir una respuesta genotdxica en los linfocitos de sangre periférica
aceptable. Los valores que se observaron en el grupo tratado con NaCl al 0,9% concuerdan con
los declarados en Cuba, tanto para el porcentaje de nucleoides en cada uno de los niveles de dafio
como para las UA; por lo cual permitié corroborar que los valores espontaneos del porcentaje de
nucleoides de grado O en esta especie de rata se encuentra entre 78,77-87,47 en las hembras y
68,04-82,46 en los machos (Gonzélez y col., 2002).

Teniendo en cuenta los dos esquemas de tratamientos en los cuales se utilizé la CF se observa
que difirieron de forma significativa en ambos sexos. Se obtuvieron mayores resultados de
induccion de dafio en el ADN, UA vy longitud de migracién del ADN con el uso de la CF
administrada 48 y 24 h antes de la eutanasia. Dado por un carécter genotoxico acumulativo y de
tiempo para ejercer su potencial genotoxico (Gutiérrez y col., 2012), los valores de UA en este
grupo estuvieron entre 86,6-115,36 en las hembras y de 98,42-120,84 en los machos; mientras
que el porcentaje de nucleoides grado 0 estuvo en las hembras entre 31,15-37,03% y en los
machos entre 27,72-34,54%.

Los dos grupos que se administraron con BL también difirieron de forma significativa. Se obtuvo
mayor resultado de induccion al administrar la BL en dos ocasiones. Los valores de UA para el
grupo en el cual se administro la BL 48 y 24 h antes de la eutanasia, estuvieron entre 90,04-
111,37 en las hembras y 85,8-120,46 en los machos. El porcentaje de nucleoides grado 0 fue de
34,20-37,12% en las hembras y 31,81-36,03% en los machos. Esto se debe a una mayor
biodisponibilidad correspondiente al mutageno, pues se encuentran en una relacion directamente

proporcional las variables nimero de exposiciones con la cantidad de dafio al ADN inducido,
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Tabla 17. Ensayo cometa en ratas Sprague Dawley de ambos sexos sobre la induccién de dafio al ADN de leucocitos de sangre periférica con ciclofosfamida y

bleomicina.
Unidades Grado 0T | Grado1” | Grado 2" | Grado 3" | Grado 4"
Grupos Sexo | LM-ADN (um) ArbitrariasT (% Nucleoides)

H 45,00 + 3,14 29,51 + 14,10 83,12 + 4,35 8,47 + 3,18 5,17 + 2,90 2,26 + 1,43 0,98 + 0,44
CN M 46,51 + 2,10 37,79 + 7,80 75,27 £ 7,21 16,16 + 2,68 5,08 + 2,03 2,49 + 1,24 1,00 + 0,23

H 62,00  3,19a 55,26 + 8,492 64,00 + 3,74a 23,41+ 3,11a 7,01 + 1,88 4,13+ 1,81a 1,36 + 1,09a
CF1 M 64,14 + 2,99a 61,59 + 3,29a 60,98 + 2,91a 25,37 + 2,52a 6,95 + 2,32a 4,48 +2,57a 2,22 + 1,464

H | 73,23+5,12abc | 100,98 + 14,38abc | 34,09+ 2,94abc | 44,61 +2,14abc | 11,41+271labc | 6,01+172ab | 3,88+ 1,99ahc
CF2 M | 74,38 +4,29abc | 109,63 + 11,21abc | 30,13 +4,4labc | 46,87 +3,57abc | 10,96 + 4,52abc | 7,32+ 1,97abc | 4,72 + 2,21abc

H 63,08 + 2,07a 56,34 + 7,92a 63,11 + 2,94a 2451 + 2,14a 6,89 +2,11a 3,91+ 1,63a 1,58 + 0,39
BL1 M 62,81 + 3,00a 56,91 + 2,75a 63,78 + 4,41a 23,17 + 3,57a 7,13+ 1,22a 4,20+ 1,51a 1,72 + 0,46a

H 60,74 + 450a | 100,72 + 10,68abc | 35,66 + 1,46abc | 43,10 +3,6labc | 10,32 +1,99abc | 5,90+ 1,22ab | 4,82 + 3,39abc
BL2 M 63,88 +3,10a | 103,13 +17,33abc | 33,92+ 21labc | 44,56 +528abc | 10,32 +3,82abc | 6,87 +2,47abc | 4,33+ 2,11abc

TTodo el andlisis estadistico se realizo utilizando el test de U de Mann Whitney, con p<0,05 prefijada. (X media; DE desviacion estandar, para las dos réplicas
experimentales). a= difiere con el control negativo. b=difiere entre los diferentes tratamientos para el mismo mutageno. c=difiere entre mutigenos sin tener en
cuenta el tratamiento. CF1= ciclofosfamida administrada 24 horas antes de la eutanasia. CF2= ciclofosfamida administrada 48 y 24 horas antes de la eutanasia.
BL1= bleomicina administrada 24 horas antes de la eutanasia. BL2= bleomicina administrada 48 y 24 horas antes de la eutanasia. CN= Control negativo. LM:
Longitud de migracion del ADN. H: Hembras. M: Machos.
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justificada por ser la BL un mutageno de accion directa (Bolzan y col., 2008; 2011).

No se observaron diferencias significativas entre la CF y BL en los grupos en los cuales se
administraron los animales en dosis Unica; como tampoco difirieron los resultados entre CF y BL
al administrarlas en dos ocasiones 48 y 24 h antes de la eutanasia en ambos sexos.

Se utiliza como control positivo con mayor eficiencia en este ensayo la BL, midiendo el dafio
tanto en modelos de genotoxicidad como de estrés oxidativo. La BL induce labilidad de la
estructura del ADN y ruptura del ADN al interactuar con el oxigeno y el hierro produciendo
radicales libres (Mani y col., 1995). La BL se une al ADN a través de su péptido amino terminal
y el complejo que activa genera radicales libres que se encargan de la ruptura, lo cual trae
consigo, la aparicién de aberraciones, sobre todo, rupturas de cromatidas, huecos, fragmentos y
translocaciones, estas Ultimas en menor medida (Prieto y col., 1999; Cancino y col., 2001).

Los resultados con el uso de la CF, permitieron reafirmar que es posible utilizar este mutadgeno en
la induccion de dafio en la estructura primaria del ADN. Ademas, el uso de la CF permite utilizar
un mutageno mas barato, facil de manipular, con menor riesgo para el personal, asi como un
rapido y facil tratamiento de desactivacién de Utiles que se encuentran expuestos a esta sustancia
quimica durante el experimento (Carmignani Raymund, 1997).

Conclusion parcial

Se obtuvo mayor induccion de dafio con el uso de ambos mutadgenos en el disefio de dos

administraciones a las 48 y 24 h antes de la eutanasia.

4.2.2. Evaluacion del efecto genotoxico de la ciclofosfamida y la bleomicina en ratones
BALB/c de ambos sexos como biomodelos de antigenotoxicidad en el ensayo de
microntcleos de eritrocitos de médula ésea

En la Tabla 18 se observa que tanto los grupos que se administraron con CF, como los que se
administraron con BL difieren significativamente con el grupo control negativo en ambos sexos
(p<0,05), en cuanto al indice de citotoxicidad dado por la relacion (EP/EN), y el porcentaje de
eritrocitos policromatdfilos que contienen micronucleos (indice de genotoxicidad).

Se corrobor6 que la relacion (EP/EN) en esta linea de raton se encuentra en el rango de 1,14-1,20
en los machos y de 1,05-1,21 en las hembras y que el indice de citotoxicidad se encuentra en los
machos entre 0,14-0,18% y en las hembras esta entre 0,13-0,17%.

Ademas, ambas sustancias mutagénicas difirieron con el grupo control negativo en ambos sexos,
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teniendo en cuenta el nimero total de micronucleos y de eritrocitos policromaticos con uno, dos o
mas de dos micronucleos. EI nimero total de micronucleos espontaneos en esta especie en los
machos fue de 26 y de 22 en las hembras.

Solo la administracién de la CF en dos ocasiones con intervalos de 24 h difirié de forma
significativa con los otros grupos, tanto en el indice de citotoxicidad como de genotoxicidad
(p<0,05). Se obtienen resultados de 0,85-0,91 de relacion (EP/EN) en los ratones machos y de
0,86-0,88 en las hembras, mientras que los resultados del indice de genotoxicidad se encuentran
entre 1,52-2,16 en los machos y 0,75-2,43 en las hembras.

En la Tabla 19 se aprecia que la CF, administrada 48 y 24 h antes de la eutanasia, difirié con el
otro esquema en que se administrd y con los dos esquemas en que se evalud la BL, teniendo en
cuenta el nimero total de microndcleos (p<0,01); los cuales son para el caso de los machos de
265 y en las hembras de 228.

La CF que se administrd en una sola ocasion no difirio en ambos sexos con los dos esquemas
propuestos para la BL, ni tampoco hubo diferencias significativas entre estos dos ultimos, al
tenerse en cuenta la relacién (EP/EN), porcentaje de eritrocitos policromaticos con micronicleos
(p<0,05) y el numero total de micronucleos (p<0,01). Tampoco se observo diferencias
significativas entre sexos, en los indices espontaneos e inducidos, en los diferentes tratamientos
en que se utilizaron estos dos mutagenos.

Los resultados del dafio al ADN espontaneos concuerdan con los rangos que se establecen hasta
el momento, al utilizar esta linea de ratones como biomodelo en este ensayo. Ademas concuerdan
al utilizar la CF como agente clastogénico eficiente, al administrarse en dos ocasiones con
intervalos de 24 h entre administraciones (L6riga y col., 2001; Gutiérrez y col., 2012).

Se encontré que la administracion de la CF en dos ocasiones con intervalos de 24 h entre
administraciones difiere de forma significativa con los demas grupos, tanto en el indice de
citotoxicidad como de genotoxicidad, por ser este clastdgeno quimico un promutageno. Asi, al
administrarse en dos ocasiones, potencia su accion al aumentar el tiempo de exposicion de las
células de médula Osea a los metabolitos secundarios, siendo estos los de mayor efecto
genotoxico (Mani y col., 1995; Prieto y col., 1999). Ademas, estos resultados estan en conjuncion
con los encontrados por otros autores en estudios donde se utiliz6 la CF como mutdgeno en

ambos disefios, pero en la linea de raton OF-1 (Fernandez y col., 2005).
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Tabla 18. indice de citotoxicidad (EP/EN) y genotoxicidad (MN-EP %) en indicadores del ensayo de

micronicleos en médula 6sea de ratones BALB/c de ambos sexos tratados con ciclofosfamida y

bleomicina.
Grupos EPT ENT EP/ENT MN-EP (%)"
Machos
CN 1077 £11,10 923 + 8,37 1,17 +£0,03 0,16 + 0,02
CF1 938 + 6,17 aAc 1062 + 6,10 aAc 0,88 + 0,03 aAc 1,84 + 0,30 aAc
CF2 962 + 6,56 bc 1038 +£4,11 bc 0,93+ 0,02 bc 1,30+ 0,24 bc
BL1 970+ 7,49 bc 1030 + 6,32 bc 0,94 +0,02 bc 1,20+ 0,36 bc
BL2 978 + 3,99 bc 1022 + 8,48 bc 0,96 £ 0,01 bc 1,25+ 0,20 bc
Hembras
CN 1063 + 9,84 937 +8,81 1,13 +0,08 0,15+ 0,02
CF1 929 + 22,61 aAc 1071 + 12,47 aAc 0,87 +£0,01aAc 1,59 + 0,84 aAc
CF2 969 + 7,22 bc 1031+ 7,31 bc 0,94 +0,02 bc 1,02+ 0,13 bc
BL1 974 +£ 4,22 bc 1026 + 4,67 bc 0,95+ 0,01bc 1,07 + 0,09 bc
BL2 984 + 2,24 bc 1016 + 2,24 bc 0,97 +£0,01bc 1,12 + 0,04 bc

TEI andlisis estadistico se realiz6 utilizando ANOVA, con p<0,05 prefijada (X media; DE desviacion
estandar, para las dos réplicas experimentales). CF1=ciclofosfamida administrada 48 y 24 h antes de la
eutanasia. CF2=ciclofosfamida administrada 24 h antes de la eutanasia. BL1=bleomicina administrada 48
y 24 h antes de la eutanasia. BL2=bleomicina administrada 24 h antes de la eutanasia. (a y b) difieren al
comparar los resultados entre mutigenos para el mismo sexo. (A) difieren al comparar los diferentes
tratamientos utilizando el mismo mutageno para el mismo sexo. (c) difieren al comparar los resultados
contra el control negativo (CN). EP: Eritrocitos policromaticos, EN: Eritrocitos normocromaticos, MN:
Micronucleos.

Tabla 19. Numero total de micronicleos y de eritrocitos policromaticos con uno, dos 0 mas de dos
microntcleos de ratones BALB/c de ambos sexos tratados con ciclofosfamida y bleomicina.

Grupos | MN" [ EPAMN)’ | EPQMN) | EP#2MN)'
Machos
CN 26 18 7 1
CF1 265aAc 163aAc 87aAc 15aAc
CF2 187bc 126bc 57bc 4bc
BL1 172bc 101bc 64bc Tbc
BL2 180bc 111bc 60bc 9bc
Hembras
CN 22 14 7 1
CF1 228 aAc 143 aAc 68 aAc 17 aAc
CF2 146 bc 100 bc 39 bc 7 be
BL1 154bc 110 bc 34 bc 10 bc
BL 2 158 bc 107 bc 42c 9 bc

TEl andlisis estadistico se realizé utilizando la prueba no paramétrica de Chi Cuadrado, con p<0,01
prefijada. CFl=ciclofosfamida administrada 48 y 24 horas antes de la eutanasia. CF2=ciclofosfamida
administrada 24 horas antes de la eutanasia. BL1=bleomicina administrada 48 y 24 horas antes de la
eutanasia. BL2=bleomicina administrada 24 horas antes de la eutanasia. (a y b) difieren al comparar los
resultados entre mutégenos para el mismo sexo. (A) difieren al comparar los diferentes tratamientos
utilizando el mismo mutdgeno para el mismo sexo. (c) difieren al comparar los resultados contra el
control negativo (CN). EP: Eritrocitos policromaticos, MN: Microndcleos.
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La CF que se administrd en una sola ocasion no difirio en ambos sexos con los dos esquemas
propuestos para la BL, ni tampoco hubo diferencias significativas entre estos dos ultimos, al
tenerse en cuenta la relacién (EP/EN), el porcentaje de EP con microndcleos y el nimero total de
micronlcleos. Los resultados inducidos que se obtuvieron al administrar la CF en una sola
ocasion 24 h antes de la eutanasia, concuerdan con los valores declarados por Yigiang y col.,
(2005), en estudios donde se utilizo la linea BALB/c y otras.

Por otro lado, la diferencia significativa que se encontré al comparar la CF administrada en dos
ocasiones con los dos tratamientos en los que se utilizo la BL, estan dados por el mecanismo que
operan cada uno de estos mutagenos, asi como por el nivel de especificidad y fidelidad de esta
prueba para detectar el tipo de dafio que inducen los clastogenos quimicos, como es el caso de la
CF (OECD, 2009).

La CF logra formar monoaductos y enlaces cruzados entre cadenas con la consecuente aparicion
de rupturas por efectos de los mecanismos reparativos, aumenta la aparicion de retardos
anafasicos en células somaticas, por lo que se destaca como un clastégeno quimico de gran
potencia (Prieto y col., 1999; OECD, 2009). Este efecto mutagénico, es capaz este ensayo de
detectarlo con mayor grado de especificidad que el que induce la BL, el cual se encuentra
mayormente vinculado a la induccion de labilidad y ruptura de la estructura del ADN, al
interactuar con el oxigeno y el hierro produciendo radicales libres (Bolzan y col., 2008; 2011).

Al comparar los resultados entre sexos no se observé diferencias significativas, teniendo en
cuenta, el indice de citotoxicidad (EP/EN) y de genotoxicidad (% MN-EP). Estas variables se
comportaron de forma similar en ambos sexos, tanto de forma espontanea como inducida por CF
o BL en los diferentes tratamientos en que se utilizaron estos mutagenos.

Los resultados de este estudio permiten utilizar la CF en dos administraciones como el mejor
disefio para inducir retardos anafasicos en células sométicas de la médula Osea de ratones
BALB/c de ambos sexos, util en disefios experimentales de evaluacion de farmacos con efectos
antigenotoxicos (Fraga y col., 2001; Matuo y col., 2007; Diaz y col., 2008).

Conclusion parcial

Se observé mayor induccion de micronucleos en eritrocitos policromaticos y un mayor indice de
citotoxicidad con el uso de la ciclofosfamida, administrada a ratones BALB/c en dos ocasiones

antes de la eutanasia, con intervalos de 24 h entre ambas administraciones.
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4.2.3. Evaluacion del efecto genotoxico de la ciclofosfamida y la bleomicina en ratones
BALB/c de ambos sexos como biomodelos de antigenotoxicidad en el ensayo de
aberraciones cromosomicas de eritrocitos de médula osea

En la Tabla 20 se observan los resultados pertenecientes a las aberraciones cromosémicas de tipo
numérico tales como el indice mitético y el numero de células con poliploidia. Tanto en las
hembras como en los machos, la CF que se administro a las 48 y 24 h antes de la eutanasia difiere
de forma significativa con la CF que se administré 24 h antes de la eutanasia y con los dos
tratamientos con BL en ambas variables. No se observé diferencias significativas entre la CF que
se administré 24 h antes de la eutanasia con los dos tipos de tratamientos en los que se administro
la BL.

En esta Tabla ademas, se observan los resultados pertenecientes a las aberraciones cromosémicas
de tipo estructural, principalmente aquellas aberraciones que este tipo de ensayo es capaz de
detectar con alta especificidad (Tice y col., 1994) y dentro de estas se destacan un alto nimero de
aberraciones de tipo cromatidica dado por rupturas, tal y como estd descrito por estos dos
mutéagenos. Se evidencio diferencias significativas en los resultados que se obtuvieron entre la CF
que se administré a las 48 y 24 h antes de la eutanasia con respecto al otro esquema de
tratamiento de este mismo mutageno y con respecto a la BL en los dos tipos de tratamientos. Los
otros grupos de tratamiento no difirieron significativamente entre ellos.

Los resultados que se obtienen con el uso de la CF 48 y 24 h antes de la eutanasia, coinciden con
los obtenidos con el uso de ratones BALB/c en ambos sexos en esta técnica citogenética
(Gutiérrez y col., 2010; 2012); no siendo asi, con los que se observaron a una sola administracion
del mutageno 24 h antes de la eutanasia.

Este ensayo se concibid para detectar sustancias que inducen aberraciones de tipo estructural y
cromatidica en su mayor expresion. En tal sentido, los resultados obtenidos en ambos mutagenos
y sus variantes de tratamiento corroboran dicha hipotesis, ya que la mayoria de las células con
aberraciones son de tipo estructural, cromatidicas dadas por rupturas (Tice y col., 1994; Preston y
col., 1999; OECD, 2009).

La explicacion de que los valores encontrados en los animales tratados con CF, 48 y 24 h antes de
la eutanasia difieran con los animales administrados a las 24 h antes de la misma, estd dada

porque la CF constituye un promutageno, para manifestar su efecto genotdxico es necesario que
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Tabla 20. Frecuencia inducida de aberraciones cromosdmicas en médula 6sea de ratones BALB/c de ambos sexos.

Célul Aberraciones/1 000 células/grupo®
Grupos IM (%)* P(fliu 12:) si(;l?alll, Gaps? Cromosémicas Cromatidicas # de Células con
P Rupturas | Intercambios Rupturas | Intercambios aberraciones®

Machos

CN 5,99 £ 0,61 1 5 0 0 7 4 11

CF1 3,82 + 0,31ab* 16cd* 50cd* 5cd* 19cd* 138cd* 16cd* 178cd*

CF2 4,77 £0,13* 10* 33* 2 8* 102* 10* 122*

BL1 4,74 £0,21* 11* 37* 3* 10* 108* 9* 130*

BL2 5,10 £ 0,10* ™ 31* 2 8* 101* 10* 121*
Hembras

CN 590+0,42 2 3 0 0 6 2 8

CF1 3,90 + 0,65ab* 19cd* 40cd* 6cd* 21cd* 149cd* 23cd* 199cd*

CF2 4,80 £ 0,06* ™ 28* 1 6* 115* 14* 136*

BL1 4,82 £0,14* 10* 33* 2 9* 111* 17* 139*

BL2 5,15+ 0,06 9* 30* 2 ™ 113* 12* 134*

aX + D.E, de un total de 10 000 células/grupo/serie para un total de 20 000 células evaluadas. Diferencias significativas (* p<0,05; ANOVA), estas letras difieren para (a)
comparacion entre mutagenos para el mismo sexo y (b) comparacion entre los diferentes tratamientos utilizando el mismo mutageno para el mismo sexo. Diferencias
significativas (° p<0,01; prueba no paramétrica x2), estas letras difieren para (c) comparacion entre mutagenos para el mismo sexo y (d) comparacion entre los diferentes
tratamientos utilizando el mismo mutageno para el mismo sexo. CF1=ciclofosfamida administrada 48 y 24 horas antes de la eutanasia. CF2=ciclofosfamida administrada 24
horas antes de la eutanasia. BL1=bleomicina administrada 48 y 24 horas antes de la eutanasia. BL2=bleomicina administrada 24 horas antes de la eutanasia. * Difiere contra
el CN=Control negativo. IM: Indice mitético. Gaps: Huecos de su significado en inglés.
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sea metabolizada por el higado, al menos por las enzimas de fase | y de fase Il. El tiempo
constituye un factor importante y determinante del potencial mutagénico y genotédxico de este
clastégeno quimico; por lo cual, la CF en ensayos in vitro se utiliza en disefios donde se afiada al
cultivo la mezcla microsomal hepatica S9, para de esta forma mimetizar lo ocurrido en el higado
de roedores (Mosley y col., 2007; Vasquez, 2010; Mishra, 2012).

En cuanto a la BL no hubo diferencias significativas entre ambos tipos de tratamientos, ya que
constituye un verdadero mutageno, este antineoplasico tal y como se administra es capaz de
ejercer su efecto mutagénico a altas dosis al metabolizarse por el higado en poco tiempo, no
como la CF, donde el metabolito activo que se crea de la metabolizacion en el higado de este
farmaco, es el de mayor efecto mutagénico y genotdxico, causante del dafio (Bolzan y col., 2008;
2011).

Al analizar los resultados entre mutagenos (CF y BL), se observé que solo difirid
significativamente la CF que se administro 48 y 24 h antes de la eutanasia con ambos tipos de
tratamientos en que se utilizé la BL. Con esto se demuestra que la CF que se administré en dos
ocasiones (48 y 24 horas antes de la eutanasia), bajo las condiciones experimentales ensayadas
induce mayor nimero de aberraciones numeéricas y estructurales, fundamentalmente por el tipo de
dafio que induce este mutageno, a consecuencia de mecanismos reparativos de la célula (Cancino
y col., 2001).

Mecanismos reparativos que son fijados en las células somaticas y por lo general constituyen
procesos irreversibles y trasmisibles a la proxima generacion de fijarse igualmente en
espermatogonias. Este efecto mutagénico induce mayor dafio que el de la BL, siendo este Gltimo
un agente quimico radiomimético. La BL se une al ADN a través de su péptido amino terminal y
el complejo activado genera radicales libres que se encargan de la ruptura, lo cual trae consigo la
aparicion de aberraciones, sobre todo rupturas de cromatides, huecos, fragmentos y
translocaciones (Mani y col., 1995; Prieto y col., 1999; Bélzan y col., 2008; 2011).

Conclusion parcial

El mejor disefio experimental para inducir un nUmero considerable de aberraciones
cromosomicas en ratones BALB/c de ambos sexos, lo constituye la administracion de

ciclofosfamida en dosis de 50 mg/kg por via i.p, a las 48 y 24 h antes de la eutanasia.
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4.2.4. Evaluacion del efecto genotoxico de la ciclofosfamida y la bleomicina en ratones
BALB/c machos como biomodelos de antigenotoxicidad en el ensayo de la morfologia de la
cabeza del espermatozoide

Se encontro diferencias estadisticamente significativas entre los animales controles negativos y
los que se administraron con la CF y BL, tanto en los resultados de la concentracion espermatica
como en los del ensayo de la morfologia de la cabeza del espermatozoide (Tabla 21). Estos
resultados corroboran el efecto genotdxico de ambos mutégenos y la inocuidad del NaCl al 0,9%.
Ademas, este estudio permitié corroborar que el rango espontdneo de la concentracion
espermatica en esta especie se encuentra entre 1,94-2,56x10° células/mL y el nimero de cabezas
andmalas esta entre 8,7-16,1 en 500 células registradas.

La CF disminuyd la concentracion espermatica con valores entre 0,39-1,19x10° células/mL y un
nimero de cabezas andmalas entre 94,2-106,8 igualmente en 500 células registradas. En los
animales que se trataron con la BL, se obtuvieron valores como promedio en la concentracion
espermatica en las dos réplicas experimentales entre 1,10-1,90x10° células/mL y 47,2-61,6
espermatozoides con cabezas andmalas en 500 células totales leidas.

Los resultados que se obtuvieron en los animales que se trataron con la CF difirieron de forma
significativa con los obtenidos en los animales que se trataron con la BL, en cuanto a los
resultados en la concentracidn espermatica, como indice de citotoxicidad, como en los del ensayo
de la morfologia de la cabeza del espermatozoide, como indice de genotoxicidad.

En el disefio experimental que se realiz en este estudio se incluyé un grupo control negativo
(NaCl al 0,9 %), para corroborar los resultados de induccién obtenidos con el uso de ambas
sustancias mutagénicas.

Estos resultados difieren significativamente con los que encontraron Curbelo y col., (2011);
Rivero y col., (2012); en ratones NMRI y Dominguez y col., (2009) en ratones OF-1, teniendo en
cuenta los valores controles y los valores que se observaron en animales que se trataron con la CF
como mutageno en este ensayo.

Al comparar los resultados entre mutégenos teniendo en cuenta la concentracidn espermatica, se
experimentd una mayor tendencia a disminuir esta variable por parte de la CF, en la cual, se
obtuvieron rangos mas bajos de concentracion espermatica y nimero de espermatozoides con

cabezas normales bajos, por lo que se obtuvo un mayor efecto citotoxico y genotdxico (Tabla 21).
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Tabla 21. Efecto de la ciclofosfamida y bleomicina en la concentracién de espermatozoides y la aparicién de cabezas de espermatozoides andmalas de ratones BALBI/c.

Grupos Normales Anormales Amorfos Bananas Sin Gancho Dos Colas Concentracién”(10°) % EGC
Células/mL.
CN~* 487,60+3,75 12,40+3,76 7,13+5,20 1,71+41,2 3,10+2,7 0,50+0,26 2,25+£0,31 4,56+2,08
CF* 399,51+12,34%> | 100,50+6,33** | 39,1046,86* | 22,11+3,79** | 29,9146,15" | 9,40+2,09% 0,79 + 0,432> 28,4545,45 2P
BL* 445,63+7,26* 54,42+7,28* 20,30+3,01* 13,00£2,92* 16,51+3,22* 4,62+0,22* 1,50 £ 0,42* 12,52 + 4,99*

Determinaciones en 500 células/animal. difiere para p<0,05 (comparacién con el control negativo, ANOVA), Pdifiere para p<0,05 (comparacion entre mutagenos, ANOVA).

CN: Control negativo NaCl 0,9 %. CF: Ciclofosfamida 50 mg/kg. BL: Bleomicina 20 mg/kg). *Administracion por via i.p, durante 5 dias.

(X media; DE desviacion estandar, para las dos réplicas analizadas). %EGC: Porciento de espermatozoides con gota citoplasmatica.
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Estos resultados estdn en conjuncion con los obtenidos por otros autores, los cuales plantean que
la CF es un mutageno que crea metabolitos activos que logran interactuar con las células de
Sertoli y directamente con las células germinales, que disminuye la produccion y maduracion de
estas, al tener en cuenta a su vez, un efecto endocrino gonadal directo (Dominguez y col., 2009;
Curbelo y col., 2011; Gutiérrez y col., 2010; Gutiérrez y col., 2012; Rivero y col., 2012).

La CF indujo mayor numero de cabezas morfolégicamente andmalas, resultados que estan en
conjuncion con los hallados en la determinacién de la concentracion espermatica en epididimos
(Dominguez y col., 2009; Gutiérrez y col., 2010; Curbelo y col., 2011; Gutiérrez y col., 2012;
Riveroy col., 2012).

La BL indujo menor accién citotoxica y genotodxica, teniendo en cuenta, la concentracion
espermatica y la morfologia de la cabeza de espermatozoide de epididimos, lo cual no descarta su
conocido efecto sobre la fertilidad, al producir estrés oxidativo en células germinales (Park y col.,
2009).

Los resultados bajos obtenidos con la BL demuestran una vez mas el mayor uso y consideracion
de la CF como mutageno; siendo esta altamente inductora de cabezas de espermatozoide
andmalas, ya que el mayor efecto que se conoce por la BL es la induccion de labilidad y ruptura
de la estructura primaria del ADN, produciendo radicales libres, razon por la cual, se utiliza la BL
con mayor frecuencia como mutageno en el ensayo cometa y en evaluaciones que tienen en
cuenta los efectos dafiinos al ADN por estrés oxidativo (Cancino y col., 2001).

Se obtuvo en mayor proporcion la aparicion de espermatozoides amorfos y sin gancho con el uso
de la CF, justificando el uso de esta en protocolos de genotoxicidad, en cuanto a la ocurrencia de
un gran numero de espermatozoides amorfos y en protocolos de fertilidad como control positivo,
al inducir aumento en la aparicion de espermatozoides sin gancho que impiden realizar la
fecundacion con efectividad y la aparicion de fetos con malformaciones (Porter y Singh, 1998;
Park y col., 2009).

En cuanto a la BL, en mayor nimero se obtuvo la aparicién de espermatozoides amorfos y sin
gancho, en similitud con los que se obtienen con la CF, pero en menor proporcion, siendo
significativamente diferentes de forma estadistica y bioldgica (Tabla 21).

El uso de los 4 modelos in vivo de antigenotoxicidad discutidos en los epigrafes del 4.2.1 al 4.2.4,

permitira evaluar el efecto antigenotoxico de nuevos ingredientes activos, aunque cabe destacar,
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que se puede recomendar la evaluacion del extracto oleoso de Carapa guianensis Aublet en estos
biomodelos, pues existen evidencias de que este extracto es antigenotdxico y radioprotector en
modelos in vitro (Crespo y col., 2012), permitiendo el posible uso de este extracto en terapias
combinadas con farmacos citostaticos para pacientes con cancer, los que constituye una de las
principales aplicaciones del desarrollo in vivo de modelos experimentales.

En un estudio realizado por Crespo y col., (2012), se evalu6 el potencial de este extracto oleoso
para proteger la integridad celular de los efectos adversos de la radiacion gammay la bleomicina,
en particular, con los asociados al dafio del ADN, la lipoperoxidacion y la pérdida de la
integridad mitocondrial. Con este fin se realizé el ensayo SOS Chromotest (con y sin activacion
metabolica), asi como los ensayos de inhibicién de la peroxidacion lipidica y de actividad
enzimatica mitocondrial en eritrocitos humanos (sin activacion metabolica) (Rosario y col.,
2009).

Las concentraciones del extracto ensayadas fueron: 50, 200, 350, 500 y 1 000 ug/mL frente a
dosis de radiacion de 150 Gy (SOS Chromotest), 250 Gy (eritrocitos) y 15 mg/mL de bleomicina
(Rosario y col., 2009). En todos los ensayos se evaluaron esquemas de pre, co y post-tratamiento
(Rosario y col., 2009). Los resultados obtenidos demostraron que el extracto oleoso protege al
ADN a dosis mayores a 200 pug/mL, en las variantes de co y post-tratamiento (Crespo y col.,
2012). Ademas, protege las membranas celulares de eritrocitos humanos de la accion de los
lipoperoxidos, inducidos por la accion de la radiacion gamma, con dosis mayores a 200 ug/mL;
y es capaz de proteger las mitocondrias y con ello, la viabilidad celular de eritrocitos humanos, de
la accion de la radiacion gamma (con dosis mayores a 200 pg/mL) y la bleomicina (con dosis
mayores a 500 pg/mL) (Crespo y col., 2012).

Los resultados obtenidos por Crespo y col., 2012 nos permiten recomendar la evaluacién de este
producto en estudios preclinicos in vivo de antigenotoxicidad con el objetivo de utilizarlo para
mitigar los dafios generados por las terapias antineoplasicas.

Conclusion parcial

Se obtuvo mayor resultado de induccion de cabezas de espermatozoides andmalas con el uso de
la ciclofosfamida, en comparacion con la bleomicina, a la dosis, disefio y via utilizada; aunque es

posible también emplear la bleomicina como control positivo.
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4.3. Evaluacion del efecto genotéxico del extracto oleoso de la semilla de Carapa guianensis
Aublet a diferentes niveles de expresion de dafio al ADN utilizando la linea murina mas

sensible

4.3.1. Evaluacion de la actividad genotoxica del extracto oleoso de la semilla de Carapa
guianensis Aublet en el ensayo cometa alcalino de leucocitos de sangre periférica de ratas
Sprague Dawley

Los resultados de los diferentes niveles de dafio determinados mediante el ensayo cometa, el
numero de unidades arbitrarias y la longitud de migracion del dafio al ADN se muestran en la
Tabla 22.

El porcentaje de nucleoides de grado 0 en los animales controles estuvo entre 78,21-81,12 como
promedio entre ambos sexos. Este mismo porcentaje fue de 79,14-80,10 como promedio en
ambos sexos para el caso de los animales que se trataron con el extracto oleoso de Carapa
guianensis en la dosis mas baja administrada (400 mg/kg). En la dosis més alta administrada de
este extracto (2 000 mg/kg) se obtuvieron valores como promedio entre 76,44-77,46%.

Los valores del porcentaje de nucleoides de grado 4 de dafio en los animales del grupo control
estuvieron entre 0,98-1,02. En los animales que se trataron con la dosis minima del extracto (400
mg/Kkg), este porciento estuvo entre 1,22-1,31. Los valores de la dosis méxima que se utilizo fue
similar con los de los grupos controles y la dosis mas baja utilizada en el extracto, la cual estuvo
entre 1,44-1,61%.

Los valores del porcentaje de nucleoides con grado O de dafio al ADN que se encontré en los
animales tratados con CF fueron mas bajos que los valores de los diferentes grupos de
tratamientos en que se administrd el extracto, valores que estuvieron entre 30,25-31,33% en
ambos sexos. Sin embargo, los valores de nucleoides con grado 4 de dafio al ADN estuvieron
mas altos que los encontrados en los animales que se trataron con el extracto, con valores entre
3,55-3,90%, los cuales difieren estadisticamente con controles y tratados (p<0,05).

Se reportd que los valores mas altos de dafio al ADN que se logran con el uso de la CF como
mutéageno son los del porcentaje de nucleoides con nivel de dafio 1y 2.

El nimero de unidades arbitrarias en los animales controles estuvieron entre 30,51-35,03, y en los

animales que se trataron con la dosis méaxima en la que se utilizd el extracto los valores
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la semilla de la Carapa guianensis Aublet administrado via oral durante 14 dias.

Tabla 22. Ensayo cometa en ratas Sprague Dawley de ambos sexos en la induccién de dafio al ADN de leucocitos de sangre periférica con el extracto oleoso de

LM-ADN (um) . Grado 0 | Grado 1 | Grado 2 |Grado 3 |Grado 4
Unidades
Grupos Sexo Arbitrarias
(% Nucleoides)
CN H 50,41 + 3,99 3051+14,10 | 81,12+435 [ 1047+318 | 517+290 | 2,26+143 | 0,98 +0,44
M 52,88 + 4,28 3503+890 | 7821+9,10 | 13,19+477 | 498+233 | 260+1,26 | 1,02+0,83
CF H 79,69 +8,11* | 106,93 + 15,66* | 31,33 + 3,64* | 45,09 + 2,33* | 12,80 + 3,32* | 6,88 + 1,34* | 3,90 + 1,23*
M | 74,42+10,08* | 105,71 + 13,11* | 30,25 + 2,41* | 46,99 + 3.26* | 13,11+ 2,97* | 6,10 + 1,06* | 3,55 + 2,50*
ECG (400 mg/kg) | H 54,41 + 4,21 34,80 +1024 | 7914+432 | 11,86+502 | 537+310 | 2,32+101 | 1,31+1,00
M 57,10 + 1,28 3346+751 | 80,10+522 | 11,23+556 | 500+2,89 | 245+ 120 | 1,22+0,98
ECG (1000 mg/kg) | H 55,72 + 2,12 33,19+1031 | 80,46+6,59 | 10,78 +511 | 517+315 | 229+151 | 1,30 +0,99
M 52,33 +5,01 3358+8,11 | 7920+342 | 12,09+416 | 485+328 | 251+ 1,10 | 1,35+0,68
ECG (2000 mg/kg) | H 55,91 + 3,44 3561+733 | 7746+510 | 1512+296 | 321+301 [ 277+ 133 | 144+112
M 57,01 +2,21 37,27+582 | 7644+6,00 | 1557+231 | 388+299 | 250+1,03 | 161+053

Todo el analisis estadistico fue realizado utilizando la prueba de U de Mann Whitney, p<0,05, (X=media; DE=Desviacién estandar). CN=Control negativo
(Tween 65, 2%). CF= Ciclofosfamida administrada 48 y 24 horas antes de la eutanasia, *administracion via i,p. ECG=Extracto de Carapa guianensis via oral
durante 14 dias. *Difiere contra el grupo control negativo teniendo en cuenta el mismo sexo. LM: Longitud de migracion del ADN. H: Hembras. M: Machos.
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estuvieron entre 35,61-37,27. Estos resultados fueron similares en ambos grupos experimentales,
los cuales no difirieron estadisticamente (p <0,05). Sin embargo, los valores de los animales que
se trataron con la CF fueron mas altos y difieren con el grupo control y con los grupos que se
trataron con el extracto en los diferentes niveles de dosis, con valores entre 105,71-106,93 en
ambos Sexos.

La longitud de migracion del ADN fue similar entre controles y tratados con el extracto con
valores entre 50,41-57,10 um para ambos sexos. Sin embargo, los animales que se trataron con la
CF experimentaron un incremento considerable en la longitud de migracién de dafio, por lo cual
se infiere mayor nimero de rupturas en las cadenas simples del ADN, con valores entre 74,42-
79,69 pum.

En ninguna de las variables que se analizaron se observo diferencias significativas al realizar una
comparacion entre sexos, este resultado fue valido para todos los grupos experimentales, asi
como tampoco se encontrd diferencias entre dosis del extracto, por lo que se puede concluir que
no hubo dosis dependencia.

La Figura 11 de la a-ii muestra los niveles de dafio en el grupo control disolvente, los del grupo
que se tratd con la CF como control positivo y los que se trataron con la dosis méaxima del
extracto (2 000 mg/kg). La degradacion total del ADN se observa en la Figura 11A, la cual
corresponde a un animal que se administré con CF en dos dosis por via i.p.

Los resultados de la Tabla 22 demuestran que el extracto evaluado no causa dafio en la estructura
primaria del ADN. Varios autores declaran los diversos usos biomédicos del extracto oleoso de la
semilla de la Carapa guianensis, y la toxicidad sistémica aguda y a dosis repetida (Costa y col.,
2008), sin embargo, el reporte del potencial genotoxico a la estructura primaria del ADN
mediante el ensayo cometa alcalino de leucocitos de sangre periférica es novedoso.

Alonso y col., (2012) demostraron que los componentes del extracto protegen al ADN de los
dafios que causa la CF, este extracto produce una disminucién considerable de la formacion de
especies reactivas del oxigeno, al evaluarse en co-administracién del extracto en dosis
farmacoldgicas entre 100-400 mg/kg en el ensayo cometa alcalino de leucocitos de sangre
periférica en ratas SD de ambos sexos (Alonso y col., 2012).

Los resultados en todos los grupos que se trataron con el extracto fueron similares a los

encontrados por Gonzalez y col., (2002), en las UA, longitud de migracion del ADN vy el
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Figura 11 (a-e) Grupo Control negativo (tratado con Tween 65 al 2%), nivel o grado de dafio al ADN de

0, 1, 2, 3, 4 de izquierda a derecha. (f-j) Grupo tratado con 2 000 mg/kg del extracto oleoso de la semilla

de Carapa guianensis Aublet via oral, nivel de dafio al ADN de 0, 1, 2, 3, 4 de izquierda a derecha. (k-ii)
Grupo tratado con ciclofosfamida via i,p, nivel de dafio al ADN de 0, 1, 2, 3, 4 de izquierda a derecha.
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porcentaje de dafio al ADN en sus diferentes niveles en el grupo control negativo, donse se
evaluo el efecto de la administracion oral con D-003 en el ADN de leucocitos y células hepaticas
de ratas SD (Gonzélez y col., 2002).

El dafio que indujo la CF esta acorde con los declarados en la literatura, cuando se utiliza este
mutageno como control positivo en ensayos de genotoxicidad en disefios experimentales con la
misma via y dosis y linea de rata (Alonso y col., 2012).

La CF fue capaz de duplicar los resultados de los controles y los tratados con el extracto en todas
las variables que se analizaron, pero su mayor incremento se observd en el porcentaje de
nucleoides de nivel 1 y 2. El incremento significativo de leucocitos con una longitud de
migracion del ADN larga en los animales que se trataron con la CF revela un incremento en la
ruptura de las hebras del ADN (Gonzalez y col., 2002; Lillford y col., 2010; Mishra, 2012).

Se conoce que los extractos oleaginosos ricos en &cidos grasos insaturados como componentes
mayoritarios, no causan dafio al ADN medido por el ensayo cometa (Marrero y col., 2007
Gutiérrez y col., 2012). Estudios previos demuestran que los terpenoides son usualmente
genotoxicos, aunque esto no significa que los extractos que tienen este compuesto también tengan
esta caracteristica, pues depende de su proporcion en la mezcla total.

Alonso y col., (2012), estudiaron el efecto al ADN de este extracto, co-administrado con CF,
mediante el ensayo cometa in vivo en ratas Sprague Dawley, para demostrar que el extracto
puede proteger al ADN del dafio oxidativo generado por la CF, donde no hubo diferencias entre
los animales que se trataron con el extracto y los que se co-administraron con CF, ademés se
demostrd que no habia dosis dependencia.

El extracto fue capaz de revertir en todos los casos el dafio por estrés oxidativo que se logré en el
esquema de tratamiento propuesto y que se discutio en el acépite 4.2.1 del objetivo especifico
numero 2, al utilizar la CF en dos ocasiones con intervalos de 24 h entre administraciones por via
i.p en dosis de 50 mg/kg. Resultados similares en base a la no presencia de genotoxicidad
obtuvieron Gonzaélez y col., (2002); Marrero y col., (2007), con el uso de extractos naturales con
componentes mayoritarios similares al extracto que se evaluo en este experimento.

El D-004, extracto lipidico que se obtiene de la Palma Real cubana (Roystonea regia) €s rico en
acidos grasos poliinsaturados, este extracto tampoco fue genotdxico, cuando se evalud en el

ensayo cometa alcalino en ratones NMRI de ambos sexos, administrado en dosis repetidas
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durante 14 dias (Marrero y col., 2007).

El Vimang®, extracto que se obtiene de la corteza del Mango (Mangifera indica L) es rico en
polifenoles y terpenoides, no evidenci6 potencial genotdxico al evaluarse en una bateria completa
de ensayos de genotoxicidad, que incluyé el ensayo cometa celular y acelular, ademas se evalud
la actividad genotoxica de este extracto en el ensayo SOS y tampoco causé dafio al ADN de
células procariotas (Rodeiro y col., 2006; Rosario y col., 2009).

Los resultados que se obtienen en este ensayo en los animales que se trataron con el extracto
fueron similares a los que obtuvo Gonzélez y col., (2002), con la administracion del D-003
extracto rico en &cidos alifaticos primarios de alto peso molecular purificada de la cera de la cafia
de azUcar. Las propiedades antioxidantes de este extracto se demostraron, asi como su capacidad
de inducir dafio al ADN en ratas SD mediante el ensayo cometa.

No se determinaron los mecanismos mediante los cuales el extracto que se evalud logra disminuir
el ambiente oxidativo o Redox de la CF, no obstante, los resultados experimentales sugieren una
disminucién en los niveles de dafio del ADN cuando se indujo estrés oxidativo con CF (Alonso y
col., 2012). Se conoce que el metabolismo a nivel hepatico de los acidos grasos genera especies
reactivas del oxigeno (EROS), como consecuencia de la beta-oxidacion, lo cual dafia al ADN
(Lazarow, 1978).

Los resultados que obtuvieron Alonso y col., (2012), aseveran que el tratamiento con el extracto
oleaginoso del Carapa guianensis bajo las condiciones experimentales que se ensayaron no
causan aumento de EROS o cualquier otro compuesto que a altas concentraciones aumente la
ruptura de simple cadena y la formacion de sitios labiles al alcalis en el ADN. Durante la
conduccion de este estudio se demostrd la capacidad antioxidante del extracto induciendo
cambios en la actividad de la enzima catalasa, la mas importante en la detoxificacion del
perdéxido de hidrogeno y principal generador de EROS durante la beta oxidacién, lo cual sugiere
efectos antioxidantes importantes de este extracto (Alonso y col., 2012).

Se confirma que algunos flavonoides y sustancias antioxidantes como los terpenoides,
diosminum y quercetina corrigen la leucopenia y trombocitopenia inducida por la CF en ratas
(Lahouel y col., 2004), ademés pueden reducir los niveles de peroxidacion lipidica y aumentar las
concentraciones de glutation en el higado, resultados similares se obtuvieron al utilizar este

extracto (Alonso y col., 2012).
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Conclusién parcial

El extracto oleoso de la semilla de Carapa guianensis Aublet no posee actividad genotoxica in
vivo, medido mediante el ensayo cometa alcalino de leucocitos de sangre periférica en el

biomodelo ratas Spaque Dawley de ambos sexos.

4.3.2. Evaluacion de la actividad genotdxica del extracto oleoso de la semilla de Carapa
guianensis Aublet en el ensayo de micronucleos en eritrocitos de médula 0sea de ratones
BALB/c

No ocurrieron muertes durante el estudio ni se detectaron signos clinicos de toxicidad. No hubo
diferencias significativas entre los grupos administrados con el extracto y los controles, en cuanto
al indice de citotoxicidad (EP/EN), frecuencia de eritrocitos policromaticos micronucleados
(Tabla 23) y nimero de EP, con 1, 2 0 mas MN (Tabla 24), no siendo asi para los grupos que se
administaron con CF en los cuales si se encontr6 diferencias significativas.

Los resultados que se aprecian en la Tabla 23 demuestran que el tratamiento con el extracto
oleoso de la semilla de Carapa guianensis por via oral durante 14 dias en ratones BALB/c de
ambos sexos mantuvo los indices espontaneos del numero de microndcleos en células de la
médula 6sea, de igual forma no interfirio en la division celular, segun el indice de citotoxicidad
EP/EN.

El indice EP/EN, indicador de la proliferacion celular en médula dsea, fue estadisticamente
similar en los grupos que se trataron con el extracto y el control, lo que indica ausencia de efecto
citotoxico del tratamiento a todas las dosis (Costa y col., 2007). Sin embargo, los valores de este
indice en los ratones que se trataron con CF fueron estadisticamente significativos al compararlo
con los controles y los tratados.

La frecuencia de aparicion de EP con MN se comportd de forma similar en los animales controles
en comparacion con los tratados con el extracto oleoso, incluyendo la maxima dosis que se
administr6 de 2 000 mg/kg (Figura 12). En este Gltimo, los valores son consistentes con los
declarados por Loriga y col., (2001); Fernandez y col., (2005); Gutiérrez y col., (2012), pero
difieren, pues no es la linea BALB/c la de mayor uso, condicionado fundamentalmente por el
costo, pues otras lineas no isogenicas son mas baratas, pero menos eficientes (Arencibia y col.,
2012). El grupo control positivo CF mostr6 una frecuencia de EP con MN alta y mayor que en los

restantes grupos (Tabla 24), lo que representa una evidencia de rupturas cromosomicas o dafio en
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Tabla 23. Efecto del extracto oleoso de la semilla de la Carapa guianensis en el nimero total de
eritrocitos poli y normocromaticos, indice de citotoxicidad y porcentaje de EP con microntcleos en

médula ésea de ratones BALB/c de ambos sexos.

Grupos | n ] EP | EN | EP/EN | MN-EP (%)
Machos

CN 5| 1079+10,1 | 921+11,0 | 1,17+0,02 | 0,18+0,04

CF 5| 925+27,2*% | 1075+ 26,2* | 0,86 +0,02* | 1,77 +0,93*

ECG (400 mg/kg) 5| 1080+133 | 920+13,2 | 1,17+0,03 | 0,22+0,02

ECG (1000mg/kg) |5 | 1074+14,8 | 926+145 | 1,16+0,03 | 0,23+0,02

ECG (2000 mg/kg) | 5 | 1070+17,0 | 930+17,0 | 1,15+0,05 | 0,19+0,03
Hembras

CN 5| 1066+16,9 | 934+169 | 1,14+0,05 | 0,15+0,05

CF 5| 918+19,2* | 1082 +19,2* | 0,85+0,01* | 1,71+ 0,84*

ECG (400 mg/kg) 5| 1060+17,0 | 940+17,0 | 1,13+0,03 | 0,18+0,03

ECG (1000 mg/kg) | 5 | 1069+151 | 931+151 | 1,14+0,03 | 0,15+0,05

ECG (2000 mg/kg) | 5 | 1072+17,6 | 928+17,6 | 1,16+0,02 | 0,16+0,05

Determinaciones en 2 000 células/animal, *p<0,05 (comparacion con el control, ANOVA). (X media; DE
desviacion estandar). CN= Control negativo. CF= Control positivo: Ciclofosfamida 50 mg/kg i,p. ECG=
Extracto oleoso de Carapa guianensis (administracion por via oral durantel4 dias). EP: Eritrocitos
policromaticos. EN: Eritrocitos normocromaticos. MN: Microntcleos.

Tabla 24. Efecto del extracto oleoso de la semilla de la Carapa guianensis en el nimero total de
micronUcleos y de eritrocitos policromaticos con uno, dos 0 mas de dos microntcleos en médula dsea de
ratones BALB/c de ambos sexos.

Grupos | n | MN | EPAMN) | EPQMN) | EP(+2MN)
Machos
CN 5 26 19 7 0
CF 5 | 253* 164* 72% 17*
ECG (400 mg/kg) 5 31 20 9 2
ECG (1 000 mg/kg) 5 33 22 10 1
ECG (2 000 mg/kg) 5 27 17 8 2
Hembras
CN 5 21 14 5 2
CF 5 | 244 158 66* 20*
ECG (400 mg/kg) 5 25 16 8 1
ECG (1 000 mg/kg) 5 22 18 4 0
ECG (2 000 mg/kg) 5 23 15 7 1

Determinaciones en 2 000 EP/animal, *p<0,01 (comparacién con el control, Prueba de x2). CN= Control
negativo. CF= Control positivo: Ciclofosfamida 50 mg/kg i,p. ECG= Extracto oleoso de Carapa
guianensis (administracion por via oral durantel4 dias). EP: Eritrocitos policromaticos. MN:
Micronucleos.



Figura 12. Eritrocito policromatico con un microncleo perteneciente a una muestra de un animal del grupo tratado con 2 000 mg/kg del extracto oleoso de la
semilla de Carapa guianensis Aublet via oral, magnificacion 400X.
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el aparato del huso mitético (OECD, 1997; 2009).

El nimero de EP con 1, 2 0 mas MN también fue similar en los grupos que se administraron con
el extracto y los controles, y mayor en los animales que se administraron con CF. El aumento que
se encontro en el grupo que se administré con CF evidencia la accion citotdxica y clastogénica de
este mutageno de referencia a la dosis y via de administracion que se emple6 (Fernandez y col.,
2005; Gutiérrez y col., 2012; Rivero y col., 2012), asi como la fiabilidad y sensibilidad de este
biomodelo (Ryabchenko y col., 2013). Resultados similares de induccion obtuvieron Carvalho y
col., (2011) y Reddy y col., (2011), al utilizar la CF como control positivo y evaluarlo como un
potente agente en la formacion de micronucleos.

Es importante comentar que la ausencia de efecto mutagénico y citotoxico del extracto oleoso de
Carapa guianensis que se observd en este estudio no se relaciona con una inadecuada exposicion
a la sustancia ensayo, ya que las dosis de este producto entre 100 y 350 mg/Kkg, inferiores a las
que se utilizaron en este estudio, producen efectos farmacolégicos importantes (Ambrozin y col.,
2006; Ferrari y col., 2007; Gongalves y col., 2009; Tonini y col., 2005; Alonso y col., 2012).
Ademas, se utilizo la dosis maxima que se recomienda (2 000 mg/kg) para este ensayo tanto en
esquemas de dosis Unica como repetidas durante 14 dias. Esta dosis se recomienda para los
ensayos de dosis Unicas donde la toma de muestra se realiza entre las 24 y las 48 h post-
tratamiento, al utilizarse la médula ésea, con una poblacion celular extremadamente proliferativa,
de corto ciclo, ademéas de ser un tejido muy vascularizado que permite el acceso rapido de las
sustancias a evaluar (Tice y col., 1994; OECD, 1997; 2009; Vazquez, 2010). Por tanto, el empleo
de esta dosis administrada durante mas tiempo descarta que la exposicion a la sustancia fuese
insuficiente.

Conclusién parcial

La administracion por via oral de dosis repetidas del extracto oleoso de la semilla de Carapa
guianensis (400, 1 000 y 2 000 mg/kg) durante 14 dias no aumenté la frecuencia de células en
médula 6sea con microndcleos, ni modifico el indice de citotoxicidad (EP/EN), lo que indica que
no presenta actividad genotdxica, ni citotoxica, sobre las células de la médula 6sea de ratones

BALB/c de ambos sexos como biomodelo experimental.
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4.3.3. Evaluacion de la actividad genotoxica del extracto oleoso de la semilla de Carapa
guianensis Aublet en el ensayo de aberraciones cromosémicas en eritrocitos de médula dsea
de ratones BALB/c

Los resultados de la evaluacion del extracto oleoso de la semilla de la Carapa guianensis en el
ensayo de aberraciones cromosémicas se muestran en la Tabla 25.

No hubo diferencias significativas entre controles y tratados con el extracto, en ninguno de los
parametros numéricos y estructurales medidos mediante este ensayo en ambos sexos. Sin
embargo, en los animales que se trataron con la CF si se observd un aumento considerable de
aberraciones cromosdmicas de ambos tipos, estos resultados difirieron con el grupo control y los
tratados por via oral con el extracto.

El nimero de aberraciones cromosémicas numeéricas y estructurales en los grupos que se trataron
con el extracto, coinciden con los resultados espontaneos que se conocen para esta especie y linea
en particular, teniendo en cuenta el mismo sexo (Arencibia y col., 2012). Ademas, el porcentaje
de células con aberraciones también coincide con los que se declaran para esta especie y linea en
particular en los animales que se trataron con las diferentes dosis del extracto.

Los resultados que se aprecian en la Tabla 25, demuestran que el tratamiento con el extracto
oleoso de la semilla de Carapa guianensis por via oral durante 14 dias en ratones BALB/c de
ambos sexos mantuvo los indices espontaneos del nimero de células con aberraciones, de igual
forma no interfirio en la division celular de las células evaluadas de la médula 6sea en metafase
(Figura 13).

Los valores del IM se mantuvieron de forma similar entre tratados con el extracto y controles
negativos, se demostrd que a altas dosis (2 000 mg/kg) y al administrarse de forma reiterada el
extracto no interfiere en la division celular, pues no modifica los valores de IM espontaneos en la
especie de raton que se utilizd en este experimento. En este indice tampoco se observo
diferencias entre sexos, por lo cual no hay sexo dependencia en cuanto a las bajas potencialidades
del extracto de ser citotoxico (Gutiérrez y col., 2010). Al analizar los resultados en los animales
que se trataron con la CF se observa que difirieron significativamente al compararlos con
controles y tratados, este farmaco al administrarse en dos ocasiones disminuyo
considerablemente la division celular.

La CF es un citostatico potente que pertenece al grupo de los alquilantes de base, su uso como
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Tabla 25. Efecto del tratamiento oral con el extracto oleoso de Carapa guianensis (400-2 000 mg/kg) sobre la frecuencia de aberraciones cromosémicas en
meédula dsea de ratones BALB/c de ambos sexos.

Aberraciones/1 000 células/grupo®
Grupos IM (%0)? Células con | Gaps® Cromosémicas Cromatidicas #CTAP
(X+D,E) Poliploidia® Rupturas | Intercambios | Rupturas | Intercambios
Machos
CN 5,32 +0,44 2 4 0 0 6 1 7
CF 3,10 £ 0,24* 18** 36** 5** 19** 130** 26** 180**
ECG (400 mg/kg) 5,47 £ 0,35 1 5 0 0 8 1 9
ECG (1000 mg/kg) | 5,25 + 0,47 2 7 0 0 5 1 6
ECG (2000 mg/kg) 5,21 +0,51 1 3 0 0 7 1 8
Hembras
CN 5,16 + 0,37 1 2 0 0 8 1 9
CF 3,02 + 0,29* 15%* 41%* 3** 20** 123** 23** 169**
ECG (400 mg/kg) | 5,08 +0,42 2 3 0 0 9 1 10
ECG (1000 mg/kg) 5,11+ 0,50 1 4 0 0 7 2 9
ECG (2000 mg/kg) 5,19+0,18 1 4 0 0 6 2 8

8 X + D,E, de un total de 5 animales/grupo/sexo,*p<0,05; ANOVA y prueba de comparaciones multiples de Tukey ,*p<0,05, ®**p<0,01; prueba no paramétrica
¥, Comparacion contra el control negativo (Tween 65, 2%) para ambas pruebas. # CTA= Nimero de células totales con aberraciones. % CA= Porcentaje de
células con aberraciones. CN= Control negativo. CF= Control positivo, ciclofosfamida 50 mg/kg i,p. ECG= Extracto oleoso de Carapa guianensis (via oral

durante14 dias). IM: indice mitético. Gaps: Huecos de su significado en inglés.

Figura 13. Metafase organizada de una muestra de un animal tratado con 2000 mg/kg del extracto oleoso de la semilla de Carapa guianensis Aublet via oral,
magnificacién 100X.
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control positivo, se utiliza ampliamente en los ensayos de genotoxicidad y mutagenicidad
(Preston y col., 1999; Fernandez y col., 2005; Gutiérrez y col., 2010; 2012). Se conoce que este
mutéageno no tiene especificidad por alguna fase del ciclo en particular, actia sobre cualquiera de
ellas con excepcion de la Go (Prieto y col., 1999). Estos agentes poseen grupos quimicos en su
estructura que tienen la propiedad de unirse en forma covalente con elementos nucleofilicos de
las células, reemplazando un atomo de hidrégeno por un grupo alquilo en la molécula del ADN,
generalmente en el nitrogeno 7 de la guanina (Prieto y col., 1999).

La mayoria de los agentes alquilantes como la CF se consideran bifuncionales, debido a que
poseen dos radicales activos que reaccionan con grupos intracadena y forman puentes con el
filamento molecular helicoidal que determinan la muerte celular (Prieto y col., 1999). La
actividad de la CF es maxima durante la replicacion celular, cuando parte del ADN no esta
apareado y es mas susceptible a la alquilacion (Yu 'y col., 1999; Gomez y col., 2003).

Es por ello, que la CF es mas dafiina al ADN durante la fase de division celular, pues es cuando
los cromosomas de la célula estan mas expuestos a la accion de agentes externos, por lo cual se
analizan las células en metafase (Yuy col., 1999; Gomez y col., 2003). Se trata de que las células
que se analizan confluyan todas en una fase puntual de la division celular, en el caso del presente
estudio fue en metafase (OECD, 1997a; Yuy col., 1999; Gomez y col., 2003; OECD, 2009).

Es necesario aclarar que en esta investigacion no se estudio el efecto del extracto y tampoco del
mutégeno que se utilizé como control positivo en otras fases del ciclo celular.

El nimero de células con poliploidia tampoco difirié entre los animales que se administaron con
el extracto y controles negativos. De igual forma al IM (%), la CF aumentd la aparicion de esta
aberracién cromosdmica de tipo numérica, se encontré un aumento de esta variable alrededor de
10 veces el valor reportado en controles negativos que se trataron indistintamente con Tween 65
al 2% o con NaCl al 0,9% (Fernandez y col., 2005; Gutiérrez y col., 2012). Los valores que se
encontraron con el uso de la CF como control positivo se encuentran dentro de los que se
establecen para este mutageno al utilizarse a la misma dosis ensayada (Gutiérrez y col., 2010;
2012).

Aunque este tipo de ensayo se disefid solo para detectar aberraciones de tipo estructural (Tice y
col., 1994; OECD, 2009), en numerosas investigaciones se establecen indices de aberraciones de

tipo numérica, como las que se evaluaron en este estudio en respuesta a variables citotdxicas del
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sistema a prueba, pero no de interés genotoxico, aunque por mecanismos similares pudieran tener
un valor importante en la aparicion de dafio al ADN por mecanismos genotoxicos indirectos
(OECD, 1997a; 2009).

Al evaluar el nimero de células con aberraciones estructurales de tipo Gaps se encontrd valores
similares entre controles y tratados con el extracto en ambos sexos. Aunque los valores en ambos
sexos no difirieron en los grupos que se administraron con el extracto y en el grupo control
negativo, si se obtuvo un menor nimero de aparicion de aberraciones tipo Gaps en las hembras,
lo cual esta acorde a lo descrito en la literatura (Shayne, 2007).

La CF nuevamente aumentoé la frecuencia espontanea de aberraciones tipo Gaps en células de la
médula 6sea de ratones BALB/c, tal y como esta descrito para este mutageno (Gutiérrez y col.,
2010; 2012) y como era de esperar los resultados no difirieron entre sexos, pero se observo un
marcado aumento de esta aberracién en las hembras.

El porcentaje de células con aberraciones en los grupos que se administraron con el extracto
estuvo entre 1,20-2,00%, similares a los obtenidos en los animales que se administraron con el
disolvente, resultados que no difieren entre ellos para ambos sexos. Ademas, coinciden con el
porcentaje de células con aberraciones reportado para esta especie, pero no en el caso particular
de la linea de raton que se evalud (Preston y col., 1999; Paz y col., 2002; Gutiérrez y col., 2010;
2012).

Por su parte, el nimero de células con aberraciones fue similar entre los animales que se
administraron con el extracto y controles negativos. Ademas, los resultados en los grupos tratados
estuvieron dentro del rango reportado para esta especie, pero no especificamente para la linea
BALBI/c, en la cual se obtuvo valores entre 0-5 % de celulas con aberraciones de forma
esponténea (Preston y col., 1999; Paz y col., 2002; Gutiérrez y col., 2010; 2012).

En los animales que se trataron con el extracto no se observo la aparicion de aberraciones de tipo
cromosémica, no hubo rupturas ni tampoco intercambios. La no presencia de este hallazgo esta
descrito en este tipo de ensayo para productos inocuos que se comportan similar a los valores
espontaneos en especies roedoras (Preston y col., 1999), trabajos con resultados similares asi lo
demuestran (Paz y col., 2002; Gutiérrez y col., 2010).

Estos resultados son producto a que este tipo de aberracion aparece a partir de la segunda mitosis

post-tratamiento y cuando el producto a evaluar posee efecto genotdxico potencial. Como es el
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caso del grupo que se tratd con la CF, donde los valores que se observaron de aberraciones
cromosémicas difieren con controles y tratados, tanto en las de tipo rupturas como intercambios.
Estos valores estan acorde a los declarados para este mutadgeno al administrarse por via i.p en
dosis de 50 mg/kg en dos ocasiones (Gutiérrez y col., 2010).

No se observaron diferencias significativas entre los controles y los animales que se trataron con
el extracto al tener en cuenta el nimero de células con aberraciones cromatidicas. La mayoria de
las aberraciones cromosémicas que se observaron en este estudio, en particular, en los animales
que se trataron con CF, son las de tipo cromatidico, lo que se encuentra condicionado por el
hecho de que la primera mitosis celular post-tratamiento es la fase mas sensible para la accion de
los mutagenos potenciales (Preston y col., 1999; Mishra, 2012) y corrobora que bajo las
condiciones de trabajo propuestas el comportamiento del modelo fue adecuado.

Se utilizo la dosis méxima que se recomienda (2 000 mg/kg) para este ensayo tanto en esquemas
de dosis unica como repetidas durante 14 dias. Esta dosis se propone para los ensayos de dosis
Unicas donde la toma de muestra se realiza entre las 24 y las 48 h post-tratamiento ya que el
tejido diana, que es la médula 6sea (OECD, 1997a; EPA, 1998), contiene una poblacion de
células extremadamente proliferativa, de corto ciclo celular y es un tejido muy vascularizado que
permite el rapido acceso de las sustancias a evaluar (OECD, 1997a; EPA, 1998).

Conclusién parcial

La administracion por via oral de dosis repetidas del extracto oleoso de la semilla de Carapa
guianensis (400, 1 000 y 2 000 mg/kg) durante 14 dias no aumentd la frecuencia de células con
aberraciones cromosomicas (estructurales o numéricas) ni modifico el indice mitético, lo que
indica que no presenta actividad genotoxica ni citotoxica sobre las células de la médula 6sea de
ratones BALB/c de ambos sexos como biomodelo experimental.

4.3.4. Evaluacion de la actividad genotoxica del extracto oleoso de la semilla de Carapa
guianensis Aublet en el ensayo de la morfologia de la cabeza del espermatozoide de ratones
BALB/c machos

No ocurrieron muertes durante el estudio ni se detectaron signos clinicos de toxicidad. No hubo
diferencias significativas entre los grupos tratados y los controles (Figura 14A) en las variables
que miden las diferentes anomalias en la cabeza del espermatozoide (variables genotoxicas); sin

embargo, en el componente que mide citotoxicidad si hubo diferencias entre el grupo control
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negativo y la dosis maxima que se administro (2 000 mg/kg) (Tabla 26). El porcentaje de
espermatozoides con gota citoplasmatica (EGC), se comportd similar entre los controles y los
tratados sin diferencias significativas entre los promedios de estos.

En los grupos que se trataron con el extracto, el promedio de espermatozoides anémalos de tipo
amorfo fue entre 8,33-9,89. Para el caso de los de tipo banana estuvo entre 1,00-1,70. Los
espermatozoides sin gancho se presentaron en una frecuencia entre 2,00-2,20 como promedio en
500 células registrables y los que tenian dos colas se presentaron como promedio entre 0,36-0,54.
El porcentaje de EGC estuvo entre 3,71-3,99 y la concentracion de espermatozoides en
epididimos experimentd resultados entre 1,41-2,10x10° células/mL.

El grupo que se administré con CF como control positivo experiment6 diferencias significativas
con los controles y los tratados con el extracto, en todas las variables medidas en este ensayo,
tanto en las variables que mide dafio genotoxico como las que miden dafio citotoxico.

Los resultados que se aprecian en la Tabla 26, muestran que el tratamiento con el extracto oleoso
de la semilla de Carapa guianensis por via oral durante 35 dias en ratones machos BALB/c
mantuvo los indices espontaneos del numero de anomalias en la morfologia de la cabeza del
espermatozoide (Figura 14B).

Los resultados que se obtienen en la morfologia de la cabeza del espermatozoide en los animales
que se trataron con las diferentes dosis del extracto, coinciden sin diferir con los rangos
conocidos para esta especie, pero no para el caso de esta linea de raton (Betancourt y col., 1998;
Gutiérrez y col., 2012).

Los resultados de la concentracion espermatica en el grupo de 2 000 mg/kg difirieron con el
grupo control negativo y positivo y también con los datos espontaneos de citotoxicidad que se
declaran para esta linea de raton (Arencibia y col., 2012); pero al ser la dosis mas alta de 2 000
mg/kg, en la cual se encontro citotoxicidad, se declara que no tiene connotacién toxicoldgica en
este esquema en particular, pues esta dosis es 5 veces mayor que la dosis farmacoldgica a la cual
se utiliza este extracto como antioxidante.

Resultados similares obtuvo Costa y col., (2006), cuando evaluo el extracto oleoso de esta planta
en estudios toxicolégicos reproductivos, donde hubo una ligera disminucion de la fertilidad en
ratas Wistar en la dosis maxima, sin diferir con los controles.

Varias son las causas por la cuales el extracto evaluado fue citotoxico a esta dosis. La
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Tabla 26

. Efecto del extracto oleoso de la semilla de la Carapa guianensis en la morfologia de la cabeza del espermatozoide en ratones machos BALB/c.

Grupos Normales Anormales Amorfos Bananas Sin Gancho Dos Colas % EGC Conce,ntracmn (10°)
células/mL
CN 488,98+4,36a 11,02+4,36a 7,11+6,03a 1,4241,00a 2,09+2,01a 0,40+1,26a 3,68+1,57a 2,31+0,25a
CF 399,93+10,28* 100,07+4,40* 36,08+8,21* 24,7742 ,66* 31,23+4,37* 7,99+1,86* 25,48+6,84* 0,82+0,16*
ECG 400 mg/kg 488,31+3,81a 11,69+3,81a 8,33+3,88a 1,00+0,94a 2,00+1,93a 0,36+1,04a 3,99+1,11a 2,104+0,20a
ECG 1 000 mg/kg 486,12+5,72a 13,88+2,72a 9,57+4,10a 1,63+1,21a 2,20+2,12a 0,48+1,33a 3,81+1,49 1,88+0,29a
ECG 2 000 mg/kg 485,81+2,90a 14,1942,90a 9,89+5,21a 1,7041,27a 2,06+2,05a 0,54+1,20a 3,71+1,05a 1,41+0,21*a

Determinaciones en 500 células/animal, *p<0,05 (comparacion con el control negativo, ANOVA). a=Difiere contra el control positivo (CF) con el mismo analisis estadistico.
(X media; DE desviacion estandar). CN= Control negativo. CF= Control positivo, ciclofosfamida 50 mg/kg por via i,p durante 5 dias consecutivos. ECG= Extracto oleoso de

Carapa guianensis (administracion por via oral durante 35 dias). EGC: Espermatozoides con gota citoplasmatica.

Figura 14. A: Figura de un animal del grupo Control negativo, tratado con Tween 65 al 2%, magnificacion 10X. B: Figura de un animal del grupo
tratado con 2 000 mg/kg del extracto oleoso de la semilla de Carapa guianensis Aublet via oral, magnificacién 10X.
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citotoxicidad encontrada no se relaciona con haberse administrado durante 35 dias el extracto,
pues el D-004, producto natural con una composicion similar se administré por via oral en dosis
de 1 500 mg/kg durante 35 dias a ratones OF-1 y 12 meses a ratas SD, no siendo citotdxico en
células germinales (Arencibia y col., 2009; Gutiérrez y col., 2012).

Adil y col., (2013), administraron una mezcla de extractos de plantas que contenia terpenoides,
flavonoides y acidos grasos poliinsaturados, a ratas machos albinas por via oral durante 60 y 75
dias y encontraron una disminucion significativa de las anomalias de la cabeza del
espermatozoides provocada por diabetes tipo 2, previamente inducida a estos animales.
Mohammed y col., (2009), evaluaron el efecto mutagénico y antimutagénico de la administracion
cronica del extracto de Thymus syriacus que contenia flavonoides y polifenoles, durante 35 dias
en ratones machos BALB/c. Este extracto no afect6 la espermatogénesis ni incrementd el nimero
de espermatozoides andmalos, ademas en co-tratamiento con gencitabina, un farmaco con accién
mutagenica, se comporté como un desmutageno.

Raga y col., (2011), obtuvieron citotoxicidad en células espermaticas en ratas machos SD
administradas por via oral con un extracto de Ardisia squamulosa Presl, durante 10 semanas, este
extracto es reconocido como anticancerigeno por su riqueza en polifenoles y flavonoides, sin
embargo, la causa de la citotoxicidad encontrada puede deberse a dos de sus componentes
(rapanona y la embelina), que tienen efecto antiespermatogénico, causando infertilidad y abortos
en ratones (Calle y col., 2000). Por tanto, debe investigarse cuéles de los componentes
mayoritarios contenidos en el extracto oleoso de Carapa guianensis, puede tener efecto negativo
declarado o establecido ya en la literatura sobre la espermatogénesis.

Por otra parte en un estudio realizado por Curveco y col., (2014), donde se administro el extracto
oleoso evaluado durante 60 dias por via oral, a ratas machos SD, evidencié una ligera
disminucion de la concentracion espermatica en la dosis 2 000 mg/kg, pero no difirié con el
grupo control negativo, ni con los resultados espontaneos de concentracién espermaética en
epididimos de ratas de esta especie, por lo que nos hace pensar que el uso de ratones BALBI/c,
que es una linea mas sensible y eficiente con indices espontaneos de dafio espermatogénico méas
bajos, pueda ser la causa por la cual este extracto fue citotoxico en las células germinales de estos
ratones.

En cuanto a la mayor duracion de la administracion del extracto, otros autores recomiendan
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administrar las sustancias durante todo el ciclo esperméatico (Kempinas y col., 1988; Obidike y
col., 2007; Laxminarayana y col., 2010), para tener una mayor nocion del efecto crénico del
principio activo sobre la espermatogenésis. Sin embargo, el ensayo propuesto por Wyrobek y
Bruce, (1975), que establece cinco administraciones en dias alternos, sacrificando a los animales
35 dias después de iniciada la administracion determina el efecto subagudo, por lo que constituye
una desventaja de este disefio.

En un estudio del efecto del Valproato en la morfologia del espermatozoide se incluyo la
administracion diaria hasta 60 dias y se realizé el analisis de las muestras a lasemana2,4,5,7,
10 y 15, de terminado el tiempo de administracion (Laxminarayana y col., 2010). Por lo que,
existen evidencias de disefios donde este estudio se incluye dentro de los ensayos de toxicidad
subcronica y crénica con administraciones por via oral por tiempos que llegan a los 12 meses
(Kempinas y col., 1988; Obidike y col., 2007, Arencibiay col., 2009).

El hecho de que se encuentren diferencias entre los animales que se trataron con el extracto y los
controles negativos con el grupo que se administré6 con CF, valida la conduccion del presente
estudio, dandole mayor confiabilidad a los resultados expuestos. Ademas, estos resultados son
consistentes con los que se encuentran en la literatura para la CF en esta especie e incluso al
utilizar otros esquemas de tratamiento (Betancourt y col., 1998; Curbelo y col., 2011; Rivero y
col., 2011; Gutiérrez y col., 2012).

El porcentaje de EGC no se modifico, este hallazgo morfoldgico tiene un gran componente
oxidativo como indicador de fertilidad por la formacion de especies reactivas del oxigeno, el cual
se relaciona directamente con la aparicion de infertilidad, inmadurez celular y citotoxicidad. El
hecho de que el extracto no aumenté y que ademas, mantuvo la frecuencia espontanea de
aparicion de EGC en la linea de raton que se utilizo, concuerda con las propiedades antioxidantes
ya reportadas con anterioridad, al ser rico en &cidos grasos y terpenoides (Alonso y col., 2012).

El mayor porcentaje de cabezas anomalas fue del tipo amorfo, hecho que se reflejé en todas las
dosis que se evaluaron del extracto. Aunque este hallazgo no difiere significativamente con los
valores que se encontraron en los controles, tiene relacion con el hecho de que en los ratones por
lo general, existe una correlacion alta entre la aparicion de espermatozoides amorfos con bajos
indices de fertilidad (Wyrobek y Bruce, 1975), que ademas se relaciona con la disminuciéon no

significativa de la fertilidad al administrarse este extracto por via oral en dosis menores de 1 500
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mg/kg de peso corporal. Sin embargo, se demostré que el extracto no causa ningun dafio al
embrion ni a la fertilidad de la madre durante el periodo de preconcepciéon y desarrollo
embrionario (Costa y col., 2006; 2008).

Alonso y col., (2012), demostraron que los componentes del extracto oleoso de Carapa
guianensis Aublet protegen al ADN de los dafios que causa la CF, al disminuir la formacién de
especies reactivas del oxigeno. Esta propiedad se determind al evaluar en co-administracion el
extracto en dosis farmacoldgicas entre 100-400 mg/kg en el ensayo cometa alcalino de leucocitos
de sangre periférica en ratas SD de ambos sexos.

En epigrafes anteriores se evaluaron los posibles dafios del extracto oleoso a nivel del ADN,
donde se utilizaron las bases técnicas y metodoldgicas del mismo ensayo que se evalud con
anterioridad, pero duplicando y triplicando la dosis farmacolégica que evalué Alonso y col.,
(2012), lo cual corrobora que el extracto en dosis de 2 000 mg/kg al administrarse por via oral a
ratas SD no potencié la formacion de rupturas de simple cadena y la formacion de sitios labiles al
alcali en el ADN, asi como tampoco indujo un aumento de la longitud de migracion del ADN, la
cual fue similar entre los controles y los tratados.

Por otro lado, la frecuencia de EP con MN en ratones BALB/c de ambos sexos tratados por via
oral durante 14 dias a dosis de 400, 1 000 y 2 000 mg/kg con el extracto oleoso, fue similar a los
grupos controles, no siendo asi, para los grupos que se trataron con CF, en los cuales si se
encontro diferencias significativas; lo que indica ausencia de efecto citotdxico del tratamiento en
las dosis evaluadas (Costa y col., 2007).

En el ensayo de aberraciones cromosomicas in vivo se observdé que no hubo diferencias
significativas entre controles y tratados con el extracto en ninguno de los parametros numéricos y
estructurales que se determinaron en celulas de la médula 6sea. La no presencia de aberraciones
cromosémicas esta descrito en este tipo de ensayo, para productos inocuos que se comportan de
forma similar a los valores espontaneos en especies roedoras (Preston y col., 1999).

Los resultados que se obtuvieron en esta investigacion, demostraron que el tratamiento con el
extracto oleoso de la semilla de Carapa guianensis por via oral durante 35 dias en ratones
machos BALB/c, mantuvo los indices espontaneos del nimero de anomalias en la morfologia de
la cabeza del espermatozoide, de igual forma, no interfiri6 en la division celular, aunque la dosis

maxima que se evalud difirié con el control negativo y con el control positivo, con resultados
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intermedios en la concentracion espermética. Por lo que se recomienda realizar ensayos
especiales que permitan esclarecer los posibles mecanismos o las posibles causas de la aparicion
de citotoxicidad, tanto en modelos in vivo como in vitro, en células germinales masculinas.

Al determinarse la actividad mutagénica in vitro de este extracto donde se emplearon cepas S.
typhimurium, TA 1535y TA 100 en el ensayo de Ames, estas cepas detectan mutaciones del tipo
sustitucion de pares de bases y la TA 98 lesiones por corrimiento del marco de lectura, tanto en
presencia como en ausencia de activacién metabolica (Narciandi y col., 2013). La frecuencia
espontanea de reversion no difirié con los valores promedios declarados para las cepas TA 98,
100 y 1535 (Ames y col., 1973; 1975), los controles positivos si incrementaron
significativamente la frecuencia de reversion pero ninguna de las dosis desde 5-5000 pg/placa
mostraron diferencias significativas con respecto al control negativo para cada cepa ni con los
tratados.

Estos resultados demostraron que el extracto no se comporta como citotoxico, ni mutagénico, ni
indujo mutaciones puntuales (Narciandi y col., 2013) y reafirman, ain mas, los resultados de
genotoxicidad negativos encontrados en la administracion por via oral del extracto que se evalu6
en los ensayos genotoxicos in vivo.

Conclusiones parciales

1. El extracto oleoso de la semilla de Carapa guianensis Aublet (400, 1 000 y 2 000 mg/kg)
administrado por via oral a dosis repetidas durante 35 dias, no posee actividad genotoxica
para inducir aumento en la frecuencia espontanea de la morfologia de la cabeza del
espermatozoide de ratones BALB/c machos como biomodelo.

2. Los resultados de la concentracion espermatica en el grupo tratado con 2 000 mg/kg del
extracto por via oral durante 35 dias difirieron con el grupo control negativo, positivo y
con los datos espontaneos de citotoxicidad establecidos para esta linea de raton, aunque
este hallazgo, en el esquema evaluado y a la dosis en que se observo, no tiene connotacion

toxicologica.
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5. CONCLUSIONES

1. La especie murina méas sensible en las técnicas que se evaluaron fueron los ratones BALB/c,
con excepcion del ensayo cometa donde la mas sensible fueron las ratas SD; por lo que se sugiere

el uso de estas lineas para evaluar el potencial genotoxico in vivo de nuevos principios activos.

2. El mejor disefio para ensayos in vivo de antigenotoxicidad tanto, en ratas SD como en ratones
BALB/c, fue donde se administro la ciclofosfamida en dos ocasiones con intervalos de 24 horas
entre ambas administraciones, por via i.p en dosis de 50 mg/kg de peso, lo que permitira evaluar
nuevas moléculas con efecto antigenotoxico, siendo Gtiles en disimiles situaciones, tales como,

terapias combinadas con farmacos citostaticos para pacientes con cancer.

3. Se evidenci6 con el uso del biomodelo més sensible, que el extracto oleoso de la semilla de
Carapa guianensis Aublet no posee efecto genotdxico in vivo a diferentes niveles de dafio al
ADN, sin embargo, cuando se administro durante 35 dias por via oral en dosis de 2 000 mg/kg a

ratones machos BALB/c fue citotoxico en células germinales.
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6. RECOMENDACIONES

1. Utilizar la linea murina més sensible en los ensayos de genotoxicidad in vivo como estrategia
para clasificar sustancias poco genotdxicas, o cuando haya diferencias de resultados entre los

ensayos de mutagénesis y genotoxicidad in vitro € in vivo.

2. Evaluar la aplicabilidad del uso de los biomodelos de antigenotoxicidad utilizando la especie y
linea més sensible, para nuevos principios activos con potencialidades antigenotdxicas, sentando

las bases para el establecimiento de guias regulatorias para ensayos de este tipo.

3. Esclarecer el efecto citotoxico del extracto oleoso de Carapa guianensis Aublet en células

germinales masculinas, utilizando técnicas in vitro e in vivo.
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8. ANEXOS

Anexo # 1.

AMAZON
ANDIROBA OIL

2 ounces: $23.00 4 ounces: $32.00 8 ounces: $42.00

Andiroba Oil is an emollient nut oil which has been processed from the seeds or nuts of
the Amazonian tree, Carapa guianensis. The Indians in the Amazon have used andiroba
oil for centuries as a natural insect repellent.” Chemical analysis of andiroba ol has
identified the presence of a group of chemicals called limonoids. The anti-inflammatory
and insect repellent properties of andiroba oil are attributed to the presence of these
limonoids, including a novel one which has been named andirobin.® For more complete
information on this unigue rainforest nut oil, please see the Raintree Nutrition internet

website and the online Tropical Plant Database.

Traditional Uses:* forinsect bites and stings; as an insect repellant; for psoriasis, dermatitis, heat rash, skin fungi,
and other skin problems; for skin parasites; for skin cancer

Ingredients: 100%: all natural andiroba oil (Carapa guwanensis). No preservatives, additives or other chemicals
are added.

Suggested Use: Apply lo skin as desired, and/or take 60 drops (2 ml) internally twice daily.
Contraindications: Do not take internally while pregnant or while breast-feeding.

Drug Interactions: None reported.

Other Observations: None reported.

Clinical Decumentation and Research:” This Raintree product has not been the subject of any clinical research.

Available third-party research on andiroba can be found at the Raintree website or on Pubmed. A partial listing
of published research on andiroba is shown below:

Insect Repellant & Insecticidal Actions:

Raoy, A, el al. “Limonoids. overview of signilicant bicactlive triterpenes distributed in plants kingdom. Biol. Pharm. Bul. 2006,
28(2): 181-201.

de Mendonca, F. A et al “Aclivilies of some Brazilian planls against larvae of the mosquilb Aedes aegypli.” Fitolerapia. 2005
Dec; T6(7-8): 629-36

Silva, 0. 5_, etal "The use of andiroba Carapa guwanensis as larvicide againsl Aedes albopicius.” J. Am. Mesg. ControlAssoc.
2004 Dec, 20(4): 458-T.

Miot, H. A_, et al. *Com parative study of the topic al effectiveness of the Andiroba oil (€ arapa guanensis) and DEET 50% as
repellant for Aedes sp.* Rev. Inst. Med. Trop. Sac Pauio. 2004 Sep-Ocl; 46(5): 253-6.

Konan, Y. L., et al. “Comparison of the effect of wo excipients (karite nut bultter and vaseline ) on the eflicacy of Cocos
nucifera, Elaeis guineensis and Carapa procera oikbas ed repellents formulations against mosquitoes biting in lvory Coast.”
Parasite. 2003 Jun; 10(2): 181-4.

Sylla, M., etal."Evaluation of the eflicacity of coconut { Coco s nucifera), palm nut ( Ele ais guineensisiand gobi (Carapa procera)
lotions and creams in individual proteclien against Simuwlium damnosum S L. biles in Cole d'lvaire.” Bull. Scc. Pathol. Exol.
2003 May; 86(2): 104-9.

Gilbert, B., et al. "Activiies of the Pharmaceutical Technology Institute of the Oswakdo Cruz Foundation with medicinal,
inseclicidal and insect repellent plants.” An. Acad. Bras. Cienc. 1999, T1(2): 265-T1.

Mikolajczak, K. L., el al. “Alimonoid antifeedant from seed of Carapa procera.” J. Nat. Prod. 1888,51(3). 608-10

Wound Healing Actions:

Nayak, B, etal "Experimantal evaluation of ethanolic extract of Carapa guianensis L. Leaf{or its wound healing aclivity using
three wound models. * Evid Based Complement. Alternat. Med. 2008 Oct 13.

Hammer, M. L., el al. *“Tapping an Amazonian plethora: four medicinal planls of Marajd Island, Pard (Brazil)." J.
Ethnopharmacol. 19983 Sep; 40(1): 53-T5.

Antiparasitic & Antiprotozoal Actions:
Mesquita, M. L., el al. “Antileishmanial and trypanocidal activity of Brazilian Cerrado plants.” Mem. Insl Oswaldo Cruz. 2005
Nowv: 100(7): 783-7.
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MacKinnon, 5., et al. “Antimalarial activity of tropical Meliaceae extracts and gedunin derivatives.” J. Nal. Prod. 1987, 60(4):
336-41.

Titanji, J. P, et al. "Novel Onchocerca volvuius filadcide s from Carapa procera, Polyathia svaveoiens and Pachypodanthium
staudti® Acta. Leiden. 1990; 59: (1-2) 377-82.

Anti-Allergic Actions:

Panida, C ., et al. “Inhibilon of alergen-induced eosinophil recruitment by natural letranortrterpanoids is mediated by the
suppres sion of IL-5, CCL1 1/eataxin and NFkappaB activation” int. Immunopharmacel. 2006; 8(2): 108-21.

Penido, C., et al. "Anti-allergic effects of natural tetranortriterpencids isolated from Carapa guianensis Aublet on allergen-
induced vascular permeability and hyperalgesia.” Infamm. Res. 2005; 54(7): 205-303.

Anti-inflammatory & Pain-Relieving Actions:

Panida, C., et al. “Antinflammatory eflects of natural tetranortriterpenoids isolated from Carapa guwianensis Aublet on
zymosan-induced arthritis in mice.” inflamm. Res. 2006, 55(11): 457 -64.

Panida, C., et al. "Anti-allergic effects of natural tefranorrilerpenoids isolated from Carapa guianensis Aublet on allergen-
induced vascular permeability and hyperalgesia ® Iinfamm. Res. 2005; 54(7): 205-303.

Hammer, M. L., et al. "Tapping an Amazonian plethoma: four medicinal plants of Mamj Island, Para (Brazil)® J.
Ethnephamacol. 1993 Sap; 40(1): 53-75.

Cytotoxic and Anticancerous Actions:

Moura, M. D, et al. “Natural products reported as potential inhibitors of uterine cervical neoplasia® Acta. Farm . Bonaerense.
2002; 21(1): 67-T4.

Cohen, E., et al. “Cytotoxicity of nibolide, epoxyazadiradione and other iminoids from neem insecticide.” Life Sci. 1996, 58(13):
1075-81.

Hammer, M. L., el al. “Tapping an Amazonian plethoma: four medicinal plants of Marajd lsland, Para (Brazil)® J.
Ethnopharmacol. 1993 Sep; 40(1): 53-75.

Nakanishi, K., et al. *Phylochemical survey of Malaysian plants.” Chem. Pharm. Bul. 1865, 13(7 ). 882-880.

Antibacterial Actions:
Nakanishi, K., et al. *Phylochemical survey of Malaysian plants.” Chem. Pharm. Bull. 1865, 13(7 ). 882-880.

Toxicity Studies (Non4oxic effects):

Costa-Silva, J., el al. *Acute and subacule toxicily of the Carapa guianensis Aublet (Meliaceae) seed oil.” J. Ethnopharmacol
2008 Mar 28; 116(3): 485-500.

Costa-5ilva, J., el al. "A loxicological evaluation of the effect of Carapa guianensis Aublet on pregnancy in Wistar rats.” J.
Ethnopharmacol 2007 May 30; 112{1): 122-6.

Chemical Constituents ldentified:

da Silva, V., et al. Isolation of limonoids from seeds of Carapa guianensis Aublet (Meliaceae) by high-speed countercurrent
chromatography.” Phytoc hem. Anal. 2009 Jan; 20(1): 77-81.

Tappin, M., etal. "Developmentof an HPLC method for the determination of letranartriterpencids in Carapa guianensis seed
oil by expenmental design.® J Pharm. Biomed. Anal. 2008 Dec 1; 48(4): 1090-5.

This Raintree productis a professional product sold through health practitioners and Raintree Nutrition. It is not
available in retailstores. Please contact a health professional concerning other obse rvations and/or effects of this
product and/or if you have any disease, condition, or ilness for which you are seeking treatment or products for.

Man ufactured By:

Raintree Nutrition, Inc.

3579 Hwy 50 East, Suite 222
Carson City, NV 89701

(B00) 780-5902 (775) 841-4142
www. RaintreeNutrition.com

RAINTREE

HUTRITIORN

* The slatements contained herein have not been evaluated by the Food and Drug Administration.
This product is not intended to treat, cure, or prevent any disease.
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Anexo # 2.

Presence of Compounds in Andiroba (Carapa guianensis)

Compound Chemical type Plant Part Plant Origin Quantity Ref#
Andirobin Alkaloid Seed Mot Stated Mot Stated ZZ1022
Arachidic acid Lipid Seed Mot Stated BR1003
Azadiradione, §-alpha-acetoxy-epoxy Tritenpene Plant Mot Stated Mot Stated ZZ1022
Azadiradione, epoxy Tritenpens Plant Mot Stated Mot Stated ZZ1022
Fat Lipid Seed Mot Stated 550.000-650,000 ppm ZZ1022
Gedunin Triterpens Mot Stated Trinidad HNot Stated WDZ2487
Gedunin, G-alpha-11-beta-diacetoxy Tritenpene Heartwood West Indies Mot Stated Joaooa
Not Stated Trinidad Mot Stated ND2457
Gedunin, G-alpha-acetoxy Tritenpene Mot Stated Trinidad Mot Stated ND2487
Heartwood West Indies Mot Stated Joaonoa
Gedunin, G-alpha-hydroxy Tritenpene Plant Mot Stated Mot Stated ZZ1022
Gedunin, G-beta-acetoxy Tritenpens Sead Mot Stated Mot Stated ZZ1022
Gedunin, 8-beta, 11-beta-diacstoxy Triterpens Bark Mot Stated Mot Stated ZZ1022
Gedunin, T-deacetoxy-T-oxo Tritenpene Plant Mot Stated Mot Stated ZZ1022
Gedunin, T-deacetoxy: Tritenpene Mot Stated Trinidad Mot Stated MNO2487
G-alpha-11-beta-dihydroxy
Gedunin, T-deacetoxy: Tritenpene Mot Stated Trinidad Mot Stated MNO2487
G-alpha-7-alpha-11-beta-triydroxy
Gedunin, T-desacetoxy-T-keto Tritenpene Seed Mot Stated Mot Stated ZZ1022
Gedunin, 7-deacstoxy: T-alpha-hydroxy Triterpene Mot Stated Trinidad Mot Stated MO2487
Gedunin, 11-beta-acetoxy Triterpens Bark Mot Stated Not Stated ZZ1022
Hexadecenoic acid Lipid Seed Mot Stated 1% BER 1004
@ Copynghted 2004. Raintree Mutrition, Inc. Carson City. NV 88701. All Rights Reserved. www.ran-tree.com
Compound Chemical type FPlant Part Plant Origin Quantity Ref#
Linoleic acid Lipid Seed Not Stated 2% BR1003
Linolenic acid Lipid Seed Mot Stated 0.3% ER1003
Oleic acid Lipid Sead Mot Stated 275.000-375,000 ppm ZZ1022
Palmitic acid Lipid Sead Mot Stated £5.000-85.000 ppm ZZ1022
FPamitoleic acid Lipid Seed Mot Stated 1% BR1003
Stearic acid Lipid Seed Mot Stated 220.000-250,000 ppm ZZ1022

PHYTOCHEMICAL SCREENING

ALKALOIDE PRESENT SEED AD1B2D
BARK L13047

Return to the Andiroba Plant Database File
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