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RESUMEN

Diferentes estudios han confirmado los efectos genotéxicos producidos por la
exposicion al humo de lefia, un 90% de la poblacién rural y un 30% de la poblacién
urbana en el mundo estan expuestos a la combustion de biomasa (Smith, 2000);
debido a esto la IARC en el 2006, clasifico al humo de lefia como “probablemente
carcinogénico para humanos” Grupo 2A.

A pesar de la evidencia cientifica y del impacto que representa el humo de lefia en
la salud publica mundial, pocos estudios de intervencion se han llevado a cabo
para reducir su toxicidad. El propésito de este estudio fue determinar in vitro la
capacidad antigenotdxica de Spinacia oleracea en linfocitos de sangre periférica
de 50 mujeres expuestas crénicamente al humo de lefia. Estudios epidemioldgicos
indican que el uso de plantas con propiedades antioxidantes es un factor de
proteccion frente al estrés oxidativo generado por factores endégenos y exdgenos.

Los resultados muestran que el extracto total de Spinacia oleracea provee una
proteccion significativa frente a los efectos genotdxicos generados por la
exposicion al humo de lefia. La maxima reduccion en la frecuencia de alteraciones
cromosdmicas (AC) fue observada para la concentracion 3.12mg/ml del extracto;
las concentraciones restantes (0.39 y 25 mg/ml) se asemejan o no difieren del
control. En el estudio no se observdé una relacion directa dosis-respuesta,
sugiriendo que el extracto total de Spinacia oleracea actua a través de diferentes
mecanismos bioquimicos y a distintas dosis.

Los resultados obtenidos mediante este trabajo, se constituyen como parte
esencial para los estudios de intervencion humana donde se busca deducir los
efectos bioldgicos de extractos vegetales como agentes quimiopreventivos.

Abreviaciones: IM indice Mitotico, AC Alteraciones Cromosémicas, chtb
Alteracion cromatidica, chrb Alteraciébn cromosdmica, Spinacia oleracea Espinaca,
MN Micronucleos, HAPs Hidrocarburos aromaticos policiclicos, RL Radicales
libres, MP Material particulado con diametro menor a 10 y 2.5um.



INTRODUCCION

Estad bien documentado que gran numero de enfermedades humanas son el
resultado de interacciones entre factores ambientales y genéticos (Au, et al., 2001;
Au 2003). Algunos de los mas importantes agentes de riesgo son aquellos
asociados a estilos de vida, alimentacién, habitos de fumar, exposicion al humo de
lefia, combustion de motores diesel, asbestos y raddon (Cortinas, 1997; Lopez,
2000, Pandey, et al., 2005).

En las comunidades agricolas de paises en desarrollo, la lefia y otros
combustibles sélidos son utilizados como fuente de energia para la coccién de
alimentos y calefaccion (Delgado J, et al., 2005). Los datos sugieren que alrededor
de un 90% de la poblacién rural y un 30% de la poblacién urbana en el mundo
estan expuestas a la combustion de biomasa, la cual incluye quema de lefia,
estiércol de ganado y residuos de cosechas (Smith, 2000).

Estudios efectuados, asocian la exposicion al humo de lefia con prevalencia de
asma, cataratas, enfermedades pulmonares crénicas, tuberculosis, enfermedades
respiratorias agudas y cancer de pulmoén, tanto en mujeres como en hombres; esto
independiente de la exposicion al humo de cigarrillo (Pérez, P et al., 1999; Mishra,
2003; Smith 2000). Dentro de la poblacion expuesta, los nifios y las mujeres, son
los mas perjudicados, dado a la constante permanencia en el hogar y al oficio
desempeiiado en la cocina (Smith, 2000). EI humo de lefia contiene muchos
componentes nocivos y particulas respirables en suspension como monoxido de
carbono, 6xidos de nitrogeno, formaldehido, hidrocarburos aromaticos policiclicos
(HAPs), benzo-(a)- pireno, butadieno y RL considerados mutagénicos (Mishra,
2001; Oyarzun, 2004).

El modelo de la enfermedad actual presenta multiples expresiones, por lo que ha
surgido la necesidad de replantear su concepto como un proceso que se da por
ciertas deficiencias nutricionales, combinadas con una predisposicidn genética y
condiciones ambientales (Suk et al., 2003). Estudios epidemioldgicos indican que
una alimentacion con apropiado contenido de frutas y verduras son un factor de
protecciéon frente a un gran nimero de enfermedades cronicas y degenerativas
tanto en humanos como en animales; incluyendo céncer, enfermedades
cardiovasculares, cataratas, disfuncién cerebral y envejecimiento prematuro
(Ames et al., 1993; Ziegler et al., 1996; Ocké et al., 1997; Mendelshon et al.,
1998.,Tyssandier et al., 2002; Riboli and Norat, 2003).



En las plantas se han encontrado micronutrientes quimicos como taninos,
terpenos, fenoles, fibras, vitaminas, antioxidantes, acidos, lipidos, sustancias
antimutagénicas, antiinflamatorias, anticancerigenas y antiestrogénicas, los cuales
modulan la defensa del organismo humano, frente a mutagenos externos capaces
de interactuar con moléculas biologicas desequilibrando su funcion (Ames et al.,
1993; Pamela et al., 1997; Duthie., et al 1996; Ferguson, 2001). Por sus
propiedades terapéuticas y su marcada accidn fisioldgica sobre el organismo
humano estas plantas se han convertido en herramienta valiosa para la medicina
preventiva (Sanchez L et al., 2000).

La identificacion de desmutagenos y bioantimutagenos vegetales ha promovido la
investigacion de extractos de plantas, capaces de modificar efectos celulares
adversos causados por toxicos ambientales (Haimanti et al., 1993). Dentro de esta
gama de frutas y vegetales se encuentra Spinacia oleracea, la cual presenta
capacidad antioxidante dado al alto contenido de betacarotenos, acido ascérbico y
componentes activos como flavonoides, fibras, luteina y fenoles, los cuales
exhiben propiedades antioxidativas, antiproliferativas y antiinflamatorias en
diversos sistemas biolégicos (Guohua., et al 1998; Bergman M et al.,, 2001;
Lomnitski L., et al. 2003). Sin embargo, se hace necesario investigaciones que
permitan conocer la actividad antimutagénica de Spinacia oleracea a nivel in vitro,
como moduladora de dafio genotéxico causado por la exposicion cronica al humo
de lefa.

Por lo anterior se realiz0 este estudio, con el fin de determinar la capacidad
antigenotdxica del extracto etandlico total de Spinacia oleracea, mediante el
tratamiento in vitro de linfocitos de sangre periférica de 50 mujeres expuestas de
manera crénica al humo de lefia. Esperando que las dosis del extracto total de
Spinacia oleracea reduzcan la frecuencia de dafilo cromosomico, producidas por
los quimicos y compuestos carcinogénicos presentes en el humo de lefia (Yunfei
Wang et al., 2003).

Para futuros trabajos es de particular interés a nivel in vivo, determinar como la
exposicion a mutagenos y la ingesta de antimutdgenos interactian a nivel de
metabolismo, detoxificacién y excrecion.



1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A nivel mundial tanto la poblacion rural como urbana, aun dependen de
combustibles como la lefla para uso doméstico. Segun la OMS (Organizaciéon
Mundial de la Salud), cerca de 3 mil millones de individuos recurren al uso de
biomasa como medio energético para sus hogares. Como resultado cada afio
mueren por ello unos 2 millones de personas; 1,8 millones en las areas rurales
(Georgieva, 2000). Estas personas son victimas de uno de los peligros
medioambientales mas letales y menos conocidos; la contaminacion del aire
provocada por la quema en lugares cerrados de estiércol, lefia y residuos de
cosechas. Dentro de este panorama mujeres y nifios son los mas afectados,
debido a su mayor permanencia en el hogar (Smith, 2000; Pandey et al., 2005).

El Banco Mundial ha sefialado esta exposicion como uno de los cuatro problemas
mas criticos en los paises en desarrollo (Mishra, 2001). Un 90% de la poblacién
rural y un 30% de la poblacion urbana, utilizan el combustible de biomasa y el
combustible fésil para la generacion de energia en sus hogares (Smith, 2000). En
Colombia, segun el Ministerio de Ambiente y Vivienda (2006), se presentan 1.100
muertes al afio por esta causa. Una publicaciéon del Banco Mundial en agosto de
2004, sefala que en Colombia se presentan anualmente 6.040 muertes causadas
por contaminacién atmosférica (aire exterior) y 1.100 muerte por contaminacion
producida en ambientes interiores, esta ultima asociada principalmente al humo de
lefia, carbén y otros combustibles sélidos utilizados como fuente primaria en la
cocina (Ministerio de Ambiente, Vivienda y Desarrollo Territorial, Republica de
Colombia 2006). Un estudio realizado en Bogota sefiala que el 50% de las
enfermedades respiratorias obstructivas, estan relacionadas con la exposicion al
humo de lefia (Dennis RJ et al., 1996).

El humo de lefia presenta efectos desbastadores sobre la salud de las personas
expuestas. La mayoria de las enfermedades y muertes ocasionadas por esta
exposicién, se manifiestan en infeccion respiratoria aguda, bronquitis cronica,
tuberculosis, asma, muerte del nifio antes de nacer y cancer de pulmoén (Pokhrel
AK et al.,, 2005; Delgado et al., 2005; Pandey K et al., 2005; Ministerio de
Ambiente, Vivienda y Desarrollo Territorial Republica de Colombia 2006).

Estudios realizados en India, Guatemala y Brasil, demuestran que la constante
exposicion al humo de lefia, incrementa la frecuencia de mutaciones, debido a la
interaccibn de compuestos genotoxicos generados por la combustion de



biomasa. Smith and Liu, (1993) han sefialado que una exposicidon en la cocina
durante tres horas por dia, equivale a cantidades similar de benzo(a)pireno; como
fumar dos paquetes de cigarrillos diario.

Paralelo a la problematica ambiental, aunque las poblaciones rurales disponen de
una amplia variedad de vegetales y frutas, su inclusion en la dieta aun sigue
siendo limitada, debido en parte al desconocimiento de las propiedades y
beneficios para la salud que estas ofrecen. Efecto similar surge con la exposicion
al humo de lefia donde por falta de informacion, la gente continla expuesta sin
dimensionar los efectos que a corto o largo plazo pueden ejercer sobre la salud.
Parte de esta problematica se centra en la baja escolaridad de estas comunidades
o la falta de acceso a la informacion que les permita vislumbrar la importancia de
adoptar medidas, encaminadas a disminuir la exposicion a factores de riesgo
como el humo de lefia. Teniendo en cuenta lo anterior es necesario la realizacion
de estudios que permitan conocer a nivel genotoxico, los efectos causados por
exposicion cronica al humo de lefia. De la misma manera determinar la capacidad
antigenotoxica ejercido por tres concentraciones del extracto etandlico de Spinacia
oleracea.

Para la realizacion de este estudio participaron 50 mujeres, de una poblacién rural
del departamento de Narifio, municipio de La Unidon-corregimiento de La Caldera.
En esta region la lefia, es el tipo de biomasa mas utilizado por las amas de casa
para las labores domesticas como fuente de energia para el hogar.

En funcion a la problematica planteada, el estudio buscé evaluar la siguiente
hipotesis:

Si el extracto etandlico total de Spinacia oleracea tiene efecto antigenotdxico
frente a los dafios cromosdmicos inducidos por la exposicion al humo de lefia, se
espera que la frecuencia de Alteraciones cromosémicas (AC) sea inferior en los
linfocitos tratados con el extracto, respecto de los no tratados (control); de lo
contrario, la frecuencia seréa igual.



2. JUSTIFICACION

Muchas de las enfermedades humanas son causadas por una interaccion
multifactorial entre agentes genéticos, ambientales y estilos de vida; razén por la
cual se dice que la mayoria de las enfermedades dadas por estos factores pueden
ser evitadas (Au et al., 2001).

A nivel mundial el cancer es una de las principales causas de mortalidad en
hombres, mujeres y nifios (Ocké et al., 1997). La exposicion cronica a factores
ambientales como el humo de lefia, desencadenan diferentes afecciones como
enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC), nifios con bajo peso al nacer,
enfermedades cerebro vasculares y de las vias aerodigestivas, deficiencia inmune
pulmonar, infeccion respiratoria aguda (IRA), bronquitis crénica, autismo,
neumonia intersticial crénica, hipertension arterial, tuberculosis, muerte del nifio
antes de nacer, asma, fibrosis, adenocarcinomas, cataratas y cancer (Smith, 1987;
Lépez, 2000; Bruce et al., 2000; Smith, 2000; Boy, E, 2002; Kleinerman et al.,
2002; Kato et al., 2004; Scheima et al., 2004; Pokhrel AK et al., 2005; Delgado et
al., 2005; Pandey K et al., 2005).

Dado al rol desempefiado en la cocina por la mujer de las areas rurales, ella se
convierte en el blanco perfecto para el desencadenamiento de diferentes
patologias ocasionadas por la constante exposicion al humo de lefia. De hecho, se
conoce que una gran proporcion de mujeres expuestas han sufrido los efectos
toxicos del humo de lefia desde el mismo momento de la concepcion y continda en
las diferentes etapas de su vida, nifla, adolescente, mujer y madre. Estudios
epidemiolégicos demuestran que ciertas enfermedades asociadas a dicha
exposicion, presentan mayor incidencia en la mujer que en el hombre (Pokhrel AK
et al., 2005; Delgado et al., 2005).

Los estudios toxicoldgicos proveen fuertes evidencias epidemiolédgicas, sugiriendo
gue la exposicion al humo de lefia causa efectos adversos a la salud humana,
segun la Organizacion Mundial de la Salud, 1.3 millones de muertes prematuras
ocurren a nivel global, las cuales estan fuertemente asociadas con la exposicion al
humo de lefia (Luke et al., 2005). Resultados de estudios en animales contribuyen
al entendimiento de los posibles mecanismos en los que el humo de lefia y sus
particulas asociadas podrian actuar incrementando morbilidad pulmonar en
individuos expuestos (Ocké et al., 1997; Luke et al.,, 2005). Segun estudios
toxicologicos la inhalacion del humo de lefia desequilibra mecanismos inmunes de
defensa, importantes para mantener la resistencia frente a infecciones pulmonares



(Luke et al., 2005). EI humo de lefia por la mezcla genotdxica de sus particulas,
causa dafio o estrés oxidativo el cual se define como la exposicién de la materia
viva a diversas fuentes que producen una ruptura del equilibrio que debe existir
entre las sustancias o factores prooxidantes y los mecanismos antioxidantes
encargados de eliminar dichas especies quimicas (Gutierrez, 2002). Teniendo en
cuenta el riesgo potencial causado a la salud por el humo de lefia y la suficiente
evidencia de riesgo carcinogénico en animales, la IARC en el 2006 ha clasificado
la exposicion al humo de lefia en el grupo 2A “Probablemente carcinogénico para
humanos”. Dejando en claro que la carcinogenicidad en animales generada por el
humo de lefia es mediada por mecanismos celulares similares en humanos.

Relacionado con el riesgo genético al que el hombre esta siendo expuesto, la
investigacion actual estd dirigida a la busqueda de agentes quimiopreventivos
naturales, inocuos, baratos; que provengan de fuentes dietéticas accesibles al
hombre (Greenberg, 1990). Bajo este principio, los constituyentes de las plantas
han cobrado importancia como agentes profilacticos. A nivel mundial se han
identificado aproximadamente unas 5000 especies vegetales con posible
aplicacibn médica, lo cual es una fraccion muy pequefia del total estimado en
300000 especies (Carvajal D, et al., 1991). Por lo anterior la Organizacién Mundial
de la Salud ha insistido en que el uso de plantas con propiedades medicinales
puede ser de gran aplicacion en la atencion primaria de salud pero, sobre bases
cientificas que sustenten seguridad, efectividad y calidad para la administracién en
humanos (Guerrero R, 1991). En la actualidad el 75 % de la poblacién mundial
utiliza las plantas medicinales' cuyo uso tradicional se fundamenta en la planta
completa (Henriques J.A et al., 1991). Se conoce que los extractos totales de los
vegetales ejercen en muchos casos un efecto mas benéfico sobre el organismo
humano, que la accion de los compuesto activos aislado (Bergman et al., 2001);
causando a la vez menos efectos secundarios; razonamiento que constituye el
principio de la fitoterapia, de gran auge en el mundo entero (Carvajal D, et al.,
1991; Guerrero R. 1996).

El consumo de vegetales en la dieta diaria, ha sido reconocido desde hace mucho
tiempo como fuentes de salud y vida. Dentro de este grupo Spinacia oleracea por
sus compuestos fitoquimicos exhibe propiedades que le permitirian desempefiar
funciones antioxidantes (Guohua et al., 1998 y Lomnitski L et al., 2003). Muchos
autores han atribuido propiedades antimutagénicas, antiestrogénicas vy
anticarcinogénicas especialmente a los betacarotenos y flavondides. Estos
fitocompuestos tienen propiedades para inactivar moléculas excitadas
electrénicamente, las cuales de no ser neutralizadas, pueden interactuar con
moléculas como el ADN, ARN o proteinas, causando mutaciones y por ende
inestabilidad genética (Ames, 1983; Malone, 1991, Singh and Gaby, 1991);
Spinacia oleracea es rico en nutrientes fitoquimicos como betacarotenos,
flavonoides, fenoles, luteina, vitaminas C, E y K con gran potencial antioxidante.



Diferentes estudios han sido realizados para elucidar el potencial terapéutico de
los antioxidantes de Spinacia oleracea (Weatherby and Cheng, 1943; Zane and
Wender, 1961; Aritomi and Kawasaki, 1984; Guohua et al., 1998; Lomnitski, et al,
2000; Nyska et al, 2001; Bergman M, et al., 2001, Lomnitski L, et al., 2003, Nyska
et al, 2003). La ingesta de extractos de Spinacia oleracea ha sido reportada por
modificar efectos celulares adversos en sujetos con cancer de ovario (Bertone, et
al, 2001), cancer de pulmén (Garcia, et al, 1995), cancer de préstata (Kotake-
Nara, et al, 2001), cancer de seno (Longnecker, et al, 1997; Torres-Sanchez, et al,
20003) y cancer de coldn (Torres-Sanchez, et al, 2000). El mecanismo de sus
efectos farmacolégicos no son del todo entendidos, pero estos podrian involucrar
efectos directos como inhibicién de la proliferacién celular e interferencia con el
ciclo celular (Lomnitski, et al, 2003).

Por lo anterior cobra importancia la realizacion de estudios que permitan confirmar
las propiedades antimutagénicas de Spinacia oleracea y conocer in vitro la
capacidad antigenotoxica ejercida por la planta sobre los mecanismos que rigen
los procesos celulares. Como lo es la activacion metabdlica a favor de la
detoxificacion y excrecion de toxicos ambientales. Sustentando a la vez bajo
evidencias cientificas, la habilidad de Spinacia oleracea como mecanismos
profilacticos capaz de modular los dafios causados a los cromosomas por estrés
oxidativo. Asi mismo se hace necesario trabajos como este, que permitan aclarar
las inconsistencias existentes entre los estudios realizados. Algunos estudios
epidemiolégicos no soportan la hipotesis del rol protectivo de frutas y vegetales en
la etiologia de enfermedades crénicas (Renner, 1985; Blot et al., 1994; Marwick,
1996). De la misma manera existen discrepancias en cuanto a las concentraciones
a las que mejor actian los betacarotenos y demas compuestos fitoquimicos
presente en los extractos totales (Erdman, 1988; Sabaté and Rajaram, 2003;
Kampman et al., 2003).

De igual forma, dado a que no existen estudios con biomarcadores biol6gicos
como Alteraciones cromosémicas (AC) que permitan evaluar el efecto
antigenotoxico del extracto etandlico de Spinacia oleracea en respuesta a la
exposicion genotoxica generada por el humo de lefia, se hace pertinente la
utilizacion de este biomarcador de gran relevancia y potencial para deteccién
temprana de riesgos en poblaciones expuestas. Asi mismo debido a las
consecuencias de la problematica causada por la exposicion al humo de lefia, y a
la consistencia de los resultados obtenidos que soportan las propiedades
antioxidantes de Spinacia oleracea, es primordial desarrollar campafas para que
las personas la incluyan como parte esencial en la alimentacion diaria y asi
mejorar su estilo y calidad de vida. Mediante la divulgacién de los resultados
obtenidos se busca motivar al disefio de programas educativos y de vigilancia
epidemiolégica ambiental, para que se efectué la respectiva intervencion y
prevencion de los problemas de salud ocasionados por dicha exposicion.



3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

v' Evaluar in vitro las propiedades antigenotéxicas del extracto etandlico
total de Spinacia oleracea, evidenciado por la reduccién de Alteraciones
cromosomicas (AC) en linfocitos de sangre periférica de mujeres
expuestas al humo de lefia.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v' Obtener el extracto etandlico total de las hojas de Spinacia oleracea,
mediante el método Soxhlet.

v’ Evaluar la posible citotoxicidad mediante Indice mitético (IM) de 7
concentraciones del extracto etanodlico total de Spinacia oleracea en
cultivos in vitro de linfocitos humanos de sangre periférica, de una
persona no expuesta a agentes genotoxicos.

v" Determinar in vitro la concentracién biolégicamente efectiva del extracto
etandlico total de Spinacia oleracea, que reduce la frecuencia de AC en
los linfocitos de sangre periférica de mujeres expuestas de manera
cronica al humo de lefia tratados con tres concentraciones diferentes del

extracto.



4. MARCO TEORICO

4.1 HUMO DE LENA

La exposicion cronica al humo de lefia actualmente se constituye en un factor de
riesgo ambiental de gran impacto para la salud humana, segun la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) cerca de 3 mil millones de personas a nivel mundial
estan expuestos al uso de biomasa (Georgieva, 2000).

El nivel de exposicién al humo de lefia depende del nivel de emision generado
durante la reaccién de combustion y de las condiciones de ventilacion del area
donde se esta originando el proceso. La eficiencia en un proceso de combustion,
depende de la cantidad suficiente de biomasa, para originar un nivel especifico de
calor con relacién al numero de particulas volatiles de la combustion producida; los
mas eficientes generan mas calor y menos emisiones por unidad de combustible
usado (Smith, 2002). La combustion de biomasa es un proceso tipicamente
ineficiente en el cual a través de reacciones de pirdlisis, multitud de particulas y
guimicos organicos oxidados son generados (Naeher, et al. 2005). Rogge et al,
(1998) ha reportado cerca de 200 compuestos organicos los cuales derivan de
polimeros presentes en los vegetales. Durante el proceso de combustion mezclas
complejas de sustancias organicas son emitidas lo que incluye: gases como
monoxido de carbono (CO), 6xidos de nitrdgeno y sulfuro (NOx, y SOx), agentes
metilantes, butadieno, formaldehidos e hidrocarburos aromaticos policiclicos
(HAPs), compuestos fendlicos metoxilados, radicales libres (RL), especies ionicas,
acidos carboxilicos, carbén organico, carbén elemental, benzo-(a)-pirenos,
compuestos organicos volatiles (COVs), dioxinas clorinatadas, benceno, materia
de particulas respirables con diametro menor a 10um y 2.5 ym (MP1o y MP2s )
capaces de atravesar y llegar a las profundidades del pulmén (Mishra, 2001;
Smith, 1987; 2002, Pandey, et al., 2005). Estos compuestos organicos presentes
en el humo de lefia, han resultado ser 30 veces mas potentes que los extractos del
humo del cigarrillo condensado utilizados en la realizacion de ensayos para la
induccion de tumores en piel de ratén (Cupitt et al, 1994). La tabla 1, resume los
quimicos y agentes toxicos identificados en el humo de lefia.

Aunque los estudios para conocer los efectos del humo de lefia sobre el hombre
ofrecen un numero de ventajas epidemiolégicas, estos estudios estdn muy
limitados por razones éticas y legales. Por tanto, la mayoria de estudios realizados
han sido efectuados en animales como ratones, ratas, perros y conejos; donde se
ha demostrado los efectos dafiinos causados al pulmén, traguea, rifién y piel



producto de la exposicidon repetida a bajos niveles de humo de lefia (Thorning et
al., 1982; Loke, et al., 1984). Los escasos estudios en humanos se han realizado
en bomberos y/o victimas expuestos a la inhalacion (Dubick, 2002). Es claro que
el humo de lefa tiene un significante impacto sobre la salud, especialmente sobre
la homeostasis pulmonar, por tanto es necesario estudios con tiempo prolongado
de exposicibn que permitan valorar la incidencia de esta problematica y sus
efectos a largo plazo.

Tabla 1. Agentes quimicos y toxicos identificados en el humo de lefa.

Clase de Numero de Modo de toxicidad Compuestos
quimicos compuestos representativos *
Gases téxicos 4+ Irritante, toxicidad aguda Monéxido de carbono,
amonio, Dioxido de
nitrogeno, Dioxido de
sulfuro.
COVs 30 Irritante, posible carcindgeno Metilclorado, Metileno
clorado
Hidrocarburos 25+ Irritante, neurotodxico Hexano
saturados
Hidrocarburos 40+ Irritante, carcinogénico, 1, 3-butadieno, Acrolein
insaturados mutagénico.
Aromaticos 28+ Irritante, carcinogénico, Benceno, Estireno.
monociclicos mutagénico.
HAP 20+ carcinogénico, inmunotéxico, Benceno(a)pireno
mutagénico Dibenceno(a)antraceno
Alcoholes 25+ Irritante, toxicidad aguda, Metanol, Acido acético.
organicos y teratogénico
acidos
Aldehidos 20+ Irritante, carcinogénico, Formaldehido,
mutagénico. Acetaldehido.
Fenoles 33+ Irritante, carcinogénico, Catecol, Cresol
mutagénico, teratogénico (metilfenoles9
Quinonas 3 Irritante, alergénico, activacion Hidroquinonas,
redox, estrés oxidativo, respuesta | Fluorenonas,
inflamatoria, posible Antraquinonas.
carcinogénico.
Radicales Actividad redox, estrés oxidativo | Radicales tipo semi
libres e inflamacion, posible guinonas
carcinégeno
Compuestos 14+ Carcinogénico, toxicidad aguda. Arsénico, Plomo,
inorganicos Cromo
Materia de Inflamacién, podria ser PM2.s
particulas alergénico.
finas
Dioxinas Irritante, podria ser carcinogénico
clorinatadas 0 teratogénico.
Particulas Irritante. Acido sulfdrico.
acidas

* Incluidos en la lista de la EPA como contaminantes riesgosos.
Tomado de: Critical Review of the Heal Effects of Woodsmoke, 2005; pag 5.




4.2 ANTIOXIDANTES Y MECANISMO DE ACCION

Los radicales libres (RL) son atomos o moléculas con uno o mas electrones sin
neutralizar, tienen una tendencia a ceder o captar electrones transformandose en
moléculas muy reactivas, dirigiendo su poder mutagénico a &cidos nucleicos,
proteinas y lipidos causando lesiones que en la mayoria de los casos son
reparadas mediante una compleja maquinaria celular. En el caso de los acidos
nucleicos, cuando el sistema de reparacion falla, se producen mutaciones que
pueden generar células tumorales. Los RL son producidos tanto por factores
endoégenos como exdgenos, contribuyentes del estrés oxidativo. Estos atacan al
ADN ocasionando modificaciones es su secuencia (Baher y Zehnder, 2003).

Para contrarrestar los efectos ocasionados a la salud por factores enddgenos y
ambientales, el consumo de frutas y vegetales rico en antioxidantes ha
demostrado disminuir los niveles de dafo oxidativo del ADN en linfocitos de
sangre periférica (Duthie et al., 1996). Un nutriente tiene propiedad antioxidante
cuando es capaz de interactuar y neutralizar la accion de una molécula excitada
electronicamente, RL sin que se desestabilice (Guerra, 2001). Los antioxidantes
son un conjunto heterogéneo de sustancias conformados por vitaminas, minerales,
pigmentos naturales y otros compuestos vegetales y enzimas, que a bajas
concentraciones bloquean el efecto dafiino de los RL. Modulan la respuesta a
exposicion genotoxica, impidiendo la unién covalente de compuestos
carcinogénicos con macromoléculas celulares como ADN, ARN o proteinas (Smart
and Zannoni, 1985, Ballester, 1996). Al mismo tiempo los antioxidantes actlan
atrapando y eliminando RL mediante la formacion de complejos entre mutageno-
antioxidante (Ames, 1983; Malone, 1991; Burton and Ingold, 1984; Aidoo et al.,
1994).

La prevencion antimutagénica y anticarcinogénica ejercida por los antioxidantes
sobre la salud humana, estaria dada en la etapa metabdlica inhibiendo
mecanismos bioquimicos; de esta forma se evitaria la activacién de premutagenos
a metabolitos electrofilicos, neutralizando moléculas excitadas eléctricamente
mediante la estimulacion de enzimas a favor de la detoxificacion (De Flora and
Ramel 1988; Singh and Gaby 1991). La célula posee sistemas enzimaticos
antioxidantes capaces de metabolizar los RL generados en los procesos redox
celulares (Wolf, 1986). La catalasa, peroxisomas y la glutation peroxidasa (GHX) y
la superoxido dismutasa (SOD) que descompone Oz, son las mas importantes
(Romero et al., 1990).

Desde hace muchas décadas un gran numero de extractos y derivados de plantas
capaces de modificar la actividad de mutdgenos y carcindbgenos han sido



identificados y evaluados en varios sistemas (Ames, 1983; Dhir, 1993; Ocke et al.,
1997). Los efectos de los extractos de las plantas han sido atribuidos a la
interaccion de sus componentes entre ellos los betacarotenos, flavonoides y el
acido ascorbico, los cuales presentan la particularidad de actuar como
antioxidantes; interés que se ha generalizado como medios de prevencion de
enfermedades neurodegenerativas, cardiovasculares, envejecimiento prematuro y
carcinogénesis quimica (Dhir et al., 1993). De igual forma la capacidad de los
antioxidantes especialmente betacarotenos para transformarse en vitamina A y
actuar como antioxidantes, los convierten en un agente profilactico a través de la
dieta (Peto et al., .1981 Salvadori et al., 1992).

Entre las plantas que exhiben propiedades antioxidantes por su alto contenido de
betacarotenos y acido ascérbico se encuentra: la espinaca, la zanahoria, aji,
remolacha, marron, champifiones, esparrago, calabaza, acelga, brocoli, coliflor, té
verde, café, tomate, frutos acidos entre otros (Ames, 1983; Dhir, 1993; Ocke et al.,
1997; Lomnitski I, et al., 2003).

4.3 DESCRIPCION BOTANICA DE Spinacia oleracea

Nombre genérico: Spinacia oleracea

Sistemética: Reino: Vegetal
Clase: Angiospermae
Subclase: Dicotiledénea
Orden: Centrospermae
Familia: Chenopodiaceae
Género: Spinacia
Especie: oleracea. L

La espinaca es una planta herbacea de hojas grandes y suculentas las cuales
constituyen la parte comestible. Sus peciolos son moderadamente grandes,
carnosos Yy turgentes resultando comestibles a la par con las hojas. Su ciclo de
duracion en cultivos es de dos a tres meses (Ospina, et al., 1995)

4.3.1 Componentes de Spinacia oleracea. Se destaca como uno de los
vegetales de gran trascendencia en el mundo de hoy, especialmente por su alto
contenido de betacarotenos y flavonoides (figura 1), ademas de vitaminas A, C, K;
acidos, azucares y fenoles. La actividad antioxidante ha sido comparada a la de
otros antioxidantes conocidos encontrados como en el Té verde, mostrando ser
superior en ensayos realizados tanto in vivo como in vitro (Lomnitski L, et al.,
2003). En Spinacia oleracea se han identificado 13 clases de flavonoides



conocidos como methylenedioxyflavonol-glucuronides (Bergman M, et al., 2001;
Lomintski, et al,. 2003).

Mezclas de compuestos obtenidos de las hojas de Spinacia oleracea, han exhibido
propiedad antioxidante, antiproliferativa y antiinflamatorias (Bergaman 2001;
Nyska et al., 2003; Lomnitski et al, 2000) en sistemas bioldgicos. Pandjaitan et al.,
(2005) reporté que entre los fitonutrientes encontrados en las hojas de Spinacia
oleracea, los flavondides presentaron la mayor contribucion en la capacidad
antioxidante al absorber radicales oxigeno. Breitbart, et al., (2001) ha reportado su
efecto protector frente al papiloma de piel, cardiotoxicidad inducida por el
doxoroubicin, (Nyska et al., 2001) y cancer de prostata (Nyska et al., 2003), Zobel
et al., (1998) reportd que el extracto de Spinacia oleracea, redujo el dafio oxidativo
causado al ADN en linfocitos crio-preservados, al estimular la Glutation S
transferasa P1 (GSTP1) y proteinas implicadas en la reparacion del ADN. De igual
forma, Edenharder et al., (2003) mediante el ensayo de MN en médula ésea de
ratén, encontré que el homogenizado de Spinacia oleracea reduce la induccion de
MN por banzo(a)pireno en un 43 y 50%. Los trabajos realizados por Lomnitski et
al., (2003) han demostrado que los extractos acuosos de Spinacia oleracea no
exhiben mutagenicidad en especies como ratones, ratas y conejos; exhibiendo
prometedores efectos anticancerigenos en modelos experimentales con cancer de
piel y prostata.

Figura 1. Estructura quimica de Flavonoides y Betacarotenos.
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Tomado del libro de Bioquimica de Cantarow, p 42.
4.4 LINFOCITOS HUMANOS

Los linfocitos de sangre periférica empleados como células centinelas son
importantes para identificar efectos provocados por agentes genotoxicos, ya que al
encontrarse en circulacion en estado no proliferativo GO, permiten observar dafios
acumulados por la exposicion de varios afios. EI 90% de los linfocitos tienen un
promedio de vida de aproximadamente 3 afios, el 10% restante un promedio de
vida de 1-10 dias. Asi mismo la facilidad para la obtencion de muestra de sangre
sin causar estrés excesivo en voluntarios asintomaticos son de gran ayuda para
realizar estos analisis citogenéticos (Watt and Stephen, 1978). La relevancia de



utilizar linfocitos, radica en la posibilidad de analizar dafios genéticos inducidos por
diversos agentes sobre estas células, ya que estos al estar permanentemente en
estado de no division (Go) acumulan dafios ocasionados durante el tiempo de
expocision; que se expresa al inducir division in vitro (Au, 1991).

4.5 CITOTOXICIDAD

La citotoxicidad de un agente bioldgico, quimico o fisico se mide en su capacidad
para alterar la morfologia o fisiologia celular, alterando el ciclo de la célula y en
casos extremos desencadenar procesos que finalizan con la muerte celular.

4.5.1 Prueba de indice Mitético (IM). Es la técnica que permite determinar una
sustancia con efecto bloqueador premitético sobre todo en La fase S, fase més
sensible del ciclo celular. El resultado de esta prueba permite comparar datos del
grupo experimental estableciendo asi si la sustancia en estudio es ciclo activa, es
decir inhibe o acelera el ciclo celular (Rojas et al., 1993).

4.6 GENOTOXICIDAD

La genotodxicidad permite evaluar dafios a nivel cromosomico de un gen y del
genoma entero. Las alteracion en el material hereditario nuclear o extranuclear en
células somaticas o germinales, pueden ser producidas por agentes ambientales
fisicos, quimicos o bioldgicos. La evaluacion que permite estimar el dafio genético
puede realizarse a nivel citogenético y/o molecular. La técnica citogenética mas
utilizada es alteraciones cromosémicas (AC) en linfocitos de sangre periférica. Su
eficacia estd confirmada por un amplio nimero de estudios en poblaciones
expuestas a agentes genotéxicos (Bonassi et al., 1995).

4.6.1 Alteraciones Cromosomicas (AC). La asociacion existente entre AC y
riesgo de cancer, esta basado sobre los conceptos de que los dafios genéticos en
linfocitos reflejan dafios similares en células de los 6rganos blanco que padecen
carcinogénesis (Bonassi et al. 2000). Las AC son biomarcadores de efecto,
utilizados como dosimetro internacional para monitorear el genoma entero
(Albertini, 1994; Au et al., 2001). Es el biomarcador mas utilizado en los estudios
de poblaciones y ha mostrado buena correlacion para muchos quimicos, los
cuales inducen dafios en el ADN detectables a nivel microscépico como quiebres,
arreglos cromosomicos, inserciones, delecciones y translocaciones (Albertini et al.,
2000). Existen diferentes factores genotdxicos que al interactuar con el material
genético, alteran la regulacion y expresion de los genes. Por ello las AC no sélo



son importantes como biodosimétricos, sino que ademas de estar implicadas en la
etiologia del cancer, originan inestabilidad genética transmisible y no transmisible,
abortos, malformaciones, problemas reproductivos y esterilidad (Hagmar et al.,
1998). Su potencial como prondstico de riesgo de céncer, esta confirmado en un
estudio prospectivo de cohorte conducido en paises Nordicos y en Italia (Hagmar.,
et al 1994; Bonassi et al., 1995; Hagmar et al., 2004). Segun Hagmar (2004) “no
hay otro biomarcador para evaluar riesgo de cancer en general, que sea aplicable
a sujetos saludables de la poblacion “.

Las AC pueden ser de tipo numérico, originadas por la no disyuncién de los
cromosomas durante la division celular (Evans 1982) y alteraciones de tipo
estructural causada por dafios en la estructura del cromosoma. Estas pueden ser
de tipo cromosomico (las dos cromatidas estan implicadas en el dafio); originados
de quiebres en la doble cadena del ADN no replicado en fase Go y G1 del ciclo
celular. En las alteraciones cromatidicas (una sola croméatida esta implicada en el
dafio) son generadas en la fase G2 del ciclo celular (Figura 2). Es asi como las
alteraciones cromosémicas y cromatidicas tienen mecanismos de formacién
diferente resultado de distintas lesiones originadas al ADN, inducidas por distintos
tipos de clastdogenos. A pesar de que este biomarcador es muy relevante, tiene
algunas desventajas, pués muchos de los factores ambientales/ocupacionales
pueden afectar e interactuar con otros agentes llegando a confundir los resultados
del estudio. Por lo tanto el andlisis realizado con este tipo de pruebas requiere un
buen manejo de las diferentes variables (Albertini, 1999).



Figura 2. Tipos de alteraciones estructurales correspondiente a cada etapa del
ciclo celular.
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5. ANTECEDENTES

Los problemas de salud asociados a la exposicion ocupacional y ambiental, han
sido reconocidos desde hace mucho tiempo por pensadores como Hipdcrates,
Bernardino Ramazzini, Percival Pott, Henry Earle, Volkman, Bell, Buthin entre
otros (Cortinas, 1997), quienes observaron que muchas enfermedades como
tumores, problemas de la piel y problemas respiratorios dependian del tipo de
ocupaciéon y tiempo de exposicion al que se encontraban sometidos las personas
que padecian la patologia. Muchas de las cuales se tornaban agresivas en cuanto
mas tiempo de exposicion presentaba el individuo.

Diferentes estudios han considerado la exposicion a combustibles de biomasa
(lefia, estiércol, residuos de cosechas) y combustibles fésiles (petroleo, queroseno
y gas) como responsable de distintas enfermedades de las vias respiratorias, de la
piel, cardiovasculares, cerebrovasculares, artritis, asma, cancer de cuello uterino,
faringe , es6fago y cancer de pulmén tanto en hombres como en mujeres, adultos
y nifnos (Samet, 1987; Dennis RJ, et al., 1996; Perez, P et al., 1999; Bruce et al.,
2000; Smith, 2000; Mishra et al., 2001; Boy et al., 2002; Mishra, 2003; Oyarzun,
2004; Kato et al., 2004; Schei et al., 2004; Delgado J, 2005; Pandey et al., 2005;
Pokhrel AK et al., 2005).

Estudios que demuestran dafio citogenético por exposicibn a combustibles de
biomasa y combustibles fosiles, se han efectuado en paises como India. En un
estudio conducido por Musthapa et al., (2004) utilizando los biomarcadores AC y
MN, encontré que la frecuencia de dafio genético para mujeres expuestas al
humo de lefia, decrecia en el orden: estiércol de ganado > estiércol/lefia > lefia >
queroseno > petréleo liquido. De la misma manera Pandey et al., (2005) mediante
el ensayo Cometa en mujeres de India expuestas al humo de lefia, observo alto
dafio de ADN, el cual se incrementaba en aquellas mujeres expuestas a
combustibles como el estiércol y la lefia, en comparacion con aquellas que
utilizaban combustible fésil (petréleo liquido). Sul et al., (2003) reporté mediante el
ensayo Cometa los efectos de la exposicion a hidrocarburos aromaticos como el
mayor inductor de dafio sobre el ADN en trabajadores expuestos. Similares
resultados han sido reportados por Kato et al., (2004) en un estudio realizado en el
Brasil en hombres expuestos al humo de lefia, quienes expresaron un incremento
en la mutagenicidad de metabolitos urinario resultado de la exposicién al humo de
lefia. Dutt et al., (1996) ha sefalado que las mujeres expuestas al humo de lefia
sufren mas enfermedades respiratorias y un mayor decrecimiento de las funciones
pulmonares en comparacion con mujeres expuestas al humo de queroseno.



La reduccion de las funciones pulmonares ha sido previamente demostrada en
perros expuestos al humo de lefia (Stephenson, et al.,, 1975) y en humanos
victimas de la inhalacion (Garzén, et al.,, 1970). Wong et al., (1984) lleg6 a la
conclusién, que la inhalacion aguda del humo de lefia puede alterar las funciones
pulmonares, requiriendo para ello muchos dias después de la exposicion. Los
resultados de estos estudios, concluyen que las inhalaciones del humo de lefia
pueden comprometer mecanismos inmunes de defensa pulmonar, disminuyendo
asi la resistencia a bacterias y otros patdgenos.

Thorning et al., (1982) mediante un estudio de inhalacion describié los efectos
producidos por el humo de lefia como inductor de lesiones a las células
pulmonares de conejos, determinadas por cambios en la morfologia celular; y se
sugirid6 que las particulas de aldehidos absorbidas fueron las responsables del
dafio. Dubick et al., (2002) observo que la inhalacion aguda de humo de lefia
produce alteraciones a nivel traqueal, resultando en una pérdida de epitelio. Asi
mismo alteraciones en la expresion enzimatica de antioxidantes fue reportado en
el mismo estudio.

El estrés oxidativo provocado por factores enddégenos y agentes ambientales es
un importante factor de riego para el desarrollo de enfermedades crénicas. Para
contrarrestar este dafio oxidativo, diferentes estudios sobre el efecto antioxidante
de frutas y vegetales han sido conducidos tanto en humanos como en animales.
Dichos estudios muestran que algunos vegetales modifican y modulan efectos
adversos causados al organismo previniendo asi distintas enfermedades como el
cancer de pulmén, envejecimiento prematuro, enfermedades cardiovasculares y
enfermedades microbianas (Dhir, 1993; Abraham et al.,, 1986; Evans, 1993;
Ziegler R. G et al., 1996; Ocke et al., 1997; Mendelsohn et al., 1998; Nkindjocka
and Ghadirian, 2004; Ferreira et al., 2006; Ames et al., 1993; Haimanti et al., 1993;
Tyssandier et al., 2002; Riboli and Norat, 2003; Pamela et al., 1997; Duthie et al,
1996; Ferguson, 2001; Mensah et al., 2006).

Spinacia oleracea, por su alto contenido de betacarotenos y otros compuestos
fitoquimicos como luteina, fenoles, flavonoides, acido-p-coumarico y vitamina C, E,
K; segun (Guohua et al., 1998; Bergman et al., 2001; Lomnitski L et al., 2003)
exhibe propiedades que le permiten desempenfar funciones antioxidantes capaces
de modular dafios ocasionados al organismo por exposicion genotoxica a toxicos
ambientales.

Estudios con Spinacia oleracea, han sido conducidos desde 1943, cuando
Weatherby and Cheng reportaron por primera vez la presencia de flavonoides. Asi
mismo Zane and Wender (1961) establecieron la estructura del flavonol aislado de



las hojas de Spinacia oleracea y describieron la presencia de espinacetina en el
extracto. Por otra parte Aritomi and Kawasaki, (1984) y Aritomi et al., (1986)
reportaron la presencia de 7 glicésidos flavonoles en extractos metandlicos de las
hojas de Spinacia oleracea, los cuales son considerados potentes antioxidantes.
En 1997, Ferreres et al., aislo e identifico 5 nuevos flavonoides en extracto
alcohdlico.

En el 2001, Bergman et al., identificaron y describieron quimicamente otros
componentes antioxidantes de Spinacia oleracea; entre ellos derivados de
flavondides y del acido coumarico y componentes hidrofilicos. Uno de ellos
identificado como el nucledsido uridin. Ademéas describieron dos fracciones
principales; una de bajo peso molecular (1000Da) soluble en agua y otra fraccion
de 1000Mw insoluble; ademas de acidos, aminoacidos y azucares. En el mismo
estudio fue evaluado el sinergismo de los diferentes componentes para los cuales
la actividad antioxidante obtenida de la combinacion de las fracciones fue el doble
de la que mostraban individualmente.

Estudios previos han sefialado que los componentes de Spinacia oleracea,
poseen un sistema de antioxidantes naturales con capacidad para prevenir
peroxidacion de lipidos en plantas y animales tanto in vivo como in vitro. El efecto
antioxidante ha sido observado al contrarestar la peroxidacion de lipidos en la piel
de raton, ratas y humanos (Grossman et al., 1994; Lomnitski et al., 2000). De igual
forma previene dafio metabdlico al rifién de la rata (Zurovsky and Gispaan, 1995),
ademas ejerce capacidad antioxidante al prevenir dafios hepaticos tanto en ratas
como en conejos (Ben-Shaul et al., 1999; Lomnitski et al., 2000). Por lo anterior los
estudios con Spinacia oleracea, se constituye en un valioso aporte para la salud,
afin de conocer su accién antigenotoxica como agente profilactico capaz de
contrarrestar el estrés oxidativo generado por diferentes agentes ambientales a la
salud humana. Existe evidencia cientifica que soporta los beneficios de las
plantas, en la prevencion de enfermedades cronicas. Aunque la quimica de
algunos compuestos fitoquimicos ha sido estudiada extensivamente; sus rutas
metabdlicas y funciones bioldgicas so6lo hasta ahora comienzan a ser investigadas.
Por tanto, se hace necesario sumar esfuerzos que permitan determinar como
interactian mutégenos y antimutagenos, su relacion a nivel de metabolismo,
detoxificcion y excrecion.

A través de la investigacion y el aislamiento de los constituyentes de los extractos
de las plantas, junto con una manipulacion y seleccion minuciosa de nuestra dieta,
pueden ser de valor potencial para reducir riesgo genotdoxico en poblaciones
expuestas a factores ambientales contaminados.



6. MATERIALES Y METODOS

6.1 POBLACION DE ESTUDIO

El trabajo realizado es un estudio denominado Cuasi-experimental en mujeres
residentes en el Departamento de Narifio, municipio de La Unién-corregimiento de
la Caldera. La poblacion invitada a participar en el estudio fue informada sobre los
objetivos del estudio y las condiciones de su participacién. Cada mujer participante
fue incluida de manera voluntaria. Cada una de ellas respondié un cuestionario
para determinar parametros como edad, tiempo y condiciones de la exposicién al
humo de lefia, tipo de alimentacion (consumo de frutas y vegetales), antecedentes
de enfermedades cronicas, estilos de vida y habitos personales (consumo de
alcohol, cigarrillo y drogas psicoactivas).

La participacion se efectué de acuerdo a los criterios de inclusion y exclusion. En
el estudio se incluyeron individuos con tiempo de exposicion al humo de lefia
mayor a 10 afos, consumo homogéneo de frutas y vegetales afin de evitar sesgos
con el efecto antigenotéxico ejercido por Spinacia oleracea. Se excluyé individuos
fumadores o consumidores de drogas psicoactivas, expuestos a plaguicidas,
guimicos genotoxicos, antecedentes de cancer y radiaciones anteriores. Todos los
individuos participaron en el estudio firmando un consentimiento informado.

La parte experimental fue realizada en el laboratorio de Toxicologia Genética y
Citogenética del departamento de Biologia, acogiendo las regulaciones del Comité
de ética de la Universidad del Cauca.

6. 2 EXTRACTO ETANOLICO DE Spinacia oleracea

El material vegetal fue adquirido en un supermercado de la ciudad de Popayan,
posteriormente fue identificado por el director del herbario de la universidad de
Cauca. Las hojas frescas de Spinacia oleracea se pesaron (10kg), y se sometieron
a proceso de secado en horno a 48°C por 24 horas, a continuacion el material fue
molido en molino tipo SK 100 Standard Spezstl, marca Retsch y el polvo obtenido
(227.69) se depositd en un frasco con 2L de etanol analitico por un periodo de 2
semanas; durante los cuales se realizaron procesos de filtracion, recuperacion
etandlica y purificacion por el método de arrastre de vapor Soxhlet en
rotavaporador. Finalmente el extracto obtenido se llevo al horno a 37°C, con el fin



de evaporar el etanol restante. Una vez conseguido el extracto puro (6.7g) se
procedié a almacenar, con el fin de realizar las respectivas diluciones. La figura 3,
resume el protocolo de extraccion del extracto etandlico total de Spinacia oleracea.

Figura 3. Diagrama de extraccion del extracto etandlica de Spinacia oleracea.
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6.3 INDICE MITOTICO (IM)

La prueba de citotoxicidad (IM), se realiz6 en linfocitos de sangre periférica de una
persona saludable, no expuesta a agentes genotdxicos o0 citotoxicos. Se
prepararon siete diluciones con el extracto de Spinacia oleracea con factor de
dilucion de 1/2 a partir de la concentracion 50 mg/ml. Las dosis evaluadas fueron:
0.39, 0.78, 1.56, 3.12, 6.25, 12.50 y 25mg/ml y el control (agua). EI mismo
experimento fue repetido tres veces.

Posteriormente se seleccionaron las tres dosis del extracto de Spinacia oleracea,
para evaluar su capacidad antigenotéxica en linfocitos de sangre periférica de
mujeres expuestas al humo de lefia. La seleccion se realizd asi: concentracion



alta, aquella que disminuy6 el IM a un 20% del IM obtenido en el control (agua);
concentracion media la que disminuy6é el IM al 50% respecto del control y
concentracion baja aquella que present6 un IM semejante al control. El control fue
tratado con agua Miliq.

6.4 PRUEBA DE ANTIGENOTOXICIDAD DE Spinacia oleracea.

6.4.1 Cultivo de Linfocitos. La sangre venosa se obtuvo de cada individuo en
tubo heparinizado. Por cada muestra se realizaron 4 cultivos por duplicado, segun
el protocolo de (Morread et al., 1960), el cual fué modificado por (Carvajal et al.,
2002).

Las muestras de sangre se utilizaron para establecer cultivos de linfocitos
siguiendo procedimientos estandar en nuestro laboratorio. A 4,5 mL de medio de
cultivo RPMI-1640 completo (enriquecido con suero fetal bovino al 10%, 1% de L-
glutamina, 1% de antibiotico) se agregaron 0,5 mL de sangre y 0,1 mL de
fitohemaglutinina, y la mezcla se incub6 a 37 °C. Contadas 26 horas a partir de la
siembra, se realizaron los tratamientos con las tres concentraciones del extracto
total de Spinacia oleracea, y el control (agua). A las 46 horas, los cultivos se
trataron con colcemid a una concentracion final de 0,1 mg/mL, a fin de bloquear la
accion del huso mitético y obtener un buen numero de células en metafase.
Finalmente, los cultivos se cosecharon a las 48 horas, se centrifugaron las células
para eliminar el medio de cultivo (800-1 000 rpm/7 min), se agregd solucion
hipoténica (0,075 M de KCI) a 37 °C durante 20 minutos y estas se fijaron con
solucién de Carnoy (metanol y acido acético, 3:1). Las preparaciones citologicas
se hicieron con la suspension celular concentrada en portaobjetos limpios y
mantenidos en &cido acético frio al 60%. Las placas se secaron cuidadosamente
en una plancha de calor a 37 °C durante 2 minutos y después de tres dias se
colorearon mediante el método de coloracion diferencial con tincion de Giemsa.
Posteriormente las placas se montaron con Entellan, se codificaron y se
sometieron a un doble enmascaramiento para evitar sesgos durante su
evaluacion.

Para el andlisis de las AC, las placas se observaron bajo microscopio 6ptico a un
aumento de 100X. Se analizaron 200 células con niumero cromosémico completo
(2n>46 cromosomas) por concentracion del extracto. Se contabilizaron las AC de
tipo estructural (quiebres cromatidicos, cromosomicos, dicéntricos y gaps).



Figura 4. Protocolo para cultivo de linfocitos humanos aplicado para prueba de
citotoxicidad (IM) y AC.
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6.5 DISENO EXPERIMENTAL Y ANALISIS ESTADISTICO

Para el efecto citotdxico se evaluaron siete concentraciones Spinacia oleracea
mas el control (agua). Este experimento se realizd tres veces; el dato final se
expreso identificando 2000 células metafasicas por cultivo, con lo cual se calcul6
el IM mediante la siguiente formula:

IM = _# de metafases
# total de células

Una vez calculados los IM se identificé asociacion entre este IM y la concentracion
del extracto etandlico de Spinacia oleracea, mediante pruebas de correlacion de
Spearman (no paramétrica), a fin de determinar la curva de mejor ajuste. Para la
prueba antigenotoxica del extracto etandlico de Spinacia oleracea, se evaluaron 3
concentraciones del extracto: 0.39, 3.12, 25.00mg/ml mas el control (agua), se
efectuaron 4 cultivos, 2 réplicas por concentracion (8 cultivos/persona) y se
analizaron 100 células por réplica; 200 células por concentracion. El registro de las
AC se realiz6 mediante la tabla segun modelo (ver anexos). A los datos obtenidos
se les aplic6 estadistica descriptiva y se sometieron a prueba de significancia
estadistica de caracter no paramétrico (Kruscal-Wallis) y comparaciones mdultiples
de Duncan; todo el analisis estadistico se trabajé bajo el paquete estadistico
SPSS version 11(SPSS Inc), a un nivel de significancia maximo de 0.05.



6.5.1 Tipo de variables

Tabla 2. Tipo de variable.

Independiente

. Exposicion al humo de lefia

.Concentraciones del extracto etandlico de
Spinacia oleracea.

Dependiente

OmMmro>—I0><

M
.Frecuencia de Aberraciones Cromosoémicas

Factores

.Concentracion del extracto etandlico de
Spinacia oleracea.

Niveles del factor

4 niveles: concentraciones Alta, Media,
Baja y Control

Tratamientos

4 tratamientos = 4 concentraciones

Tipo de investigacion

. Cuasi - experimental

Tipo de experimento

. Comparativa o prueba de hipétesis




7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.2 ANALISIS FITOQUIMICO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE Spinacia
oleracea

Se realizaron Reacciones coloridas con el fin de evaluar la presencia de algunos
metabolitos secundarios presentes en el extracto total de Spinacia oleracea. Los
resultados obtenidos mediante estas pruebas arrojaron los siguientes resultados:
presencia de flavanonas, flavononas y flavonoles (Prueba de Shinoda), 5-
hidroxiflavonas (Prueba de Dimroth), alcaloides (Reactivo de Draggendorfft),
esteroides (Liebermann-Burchard) e igualmente mediante este analisis reportamos
la presencia de terpenos, pués tienen el mismo precursor biogenésico junto a
esteroides.

7.2 CITOTOXICIDAD

7.2.1 Efecto citotéxico del extracto etandlico de Spinacia oleracea. Se realizd
la prueba de citotoxicidad (IM), en los linfocitos de una persona saludable del sexo
femenino y de 35 afos de edad, con el fin de identificar las tres concentraciones
para la evaluacion del efecto antigenotoxico del extracto etandlico de Spinacia
oleracea.

La tabla 3 resume los resultados correspondientes a la prueba de IM de las siete
concentraciones (0.39, 0.78, 1.56, 3.12, 6.25, 12.50 y 25mg/ml) del extracto
etandlico de Spinacia oleracea evaluadas mas el control (agua). El analisis
estadistico mediante correlacion de Spearman (no paramétrica), muestra una
asociacion negativa estadisticamente significativa (p<0.05) entre el IM y la
concentracion de Spinacia oleracea, es decir a mayor concentracion del extracto
menor células en division (figura 5). Esta relacion de dosis-efecto (Jackson et al.,
1979) se presenta en las fases G1, S 0 G2 que genera un bloqueo en el ciclo
celular, disminuyendo el numero de células que pasan a la etapa de mitosis,
posiblemente causado por apoptosis o0 muerte celular (Rojas et al., 1993). Se
identific6 que el extracto de Spinacia oleracea, bloquea el ciclo celular
posiblemente para permitirle a la célula reparar. Seria interesante determinar con
gue complejos enzimaticos del ciclo celular interactian y en qué etapa previa a la
mitosis se realiza.



Taba 3, indice Mit6tico registrado para el extracto etandlico de Spinacia oleracea.

Conc. mg/ml No. de Experiementos X+tEE

00 3 80.00+0.288
0.39 3 53.66+1.452
0.78 3 44.00+£2.645
1.56 3 37.16+2.905
3.12 3 31.66+1.691
6.25 3 19.33+£1.691
12.50 3 18.66+0.666
25.00 3 16.33+0.726

X. Promedio del Indice Mitético con su Error estandar (EE), resultado de analizar 6000
células/concentracion.

Figura 5. Andlisis de asociacion entre el IM y la concentracion del extracto
etandlico de Spinacia oleracea.
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Muchos estudios realizados con extractos vegetales y sustancias que exhiben
actividad antioxidante como vitaminas, han reportado un incremento de la
citotoxicidad a medida que se incrementa la concentracion, como se observo en
nuestro estudio (figura 5) (Farine at al., 1996; Wang et al., 2002, Cavalcante et al.,
2003). Esto debido a que niveles por encima o por debajo de los niveles
fisiologicos, la conversion de estos fitonutrientes en las rutas bioquimicas es
ineficiente impidiéndoles realizar funciones biolégicas. Esta propiedad de algunos
fitocompuestos sugiere una respuesta unidireccional, un fenémeno denominado
hormesis o dosis-respuesta monoténica, la cual describe respuesta bioldgica con
efecto positivo para sustancias cuyas concentraciones son cercanas a cero
(Mushak, 2007).



Los resultados obtenidos mediante este biomarcador en la evaluacion de el
extracto etandlico de Spinacia oleracea se asemejan a los resultados del estudio
de la fruta Morinda citrifolia L con elevado potencial antioxidante, la cual presento
bloqueo del IM sobre las células cancerosas. Pruebas adicionales mostraron que
el bloqueo se debid a la induccién de necrosis a altas dosis y apoptosis a bajas
dosis (Wang et al., 2002). Posiblemente, el mismo efecto podria estar ocurriendo
con el extracto de Spinacia oleracea como un mecanismo que posibilita a la célula
detener el ciclo para activar mecanismos de reparacion y darle tiempo a la célula
gue repare dafos ocasionados al ADN o macromoléculas celulares.

Los hallazgos en este estudio son consistentes a los encontrados por Salvadori et
al., (1998) quien reportdé efecto dosis respuesta para antioxidantes como los
betacarotenos. Segun Cavalcante et al., (2003) dependiendo de las condiciones
experimentales, asi como rutas y tiempo de exposicion los extractos con potencial
antioxidante pueden ser toxicos y/o mutagénicos. La interaccion entre diferentes
inhibidores mutacionales puede inducir efectos adversos incluyendo toxicidad (De
Flora et al.,, 1992). Los extractos vegetales contienen sustancias fitoquimicas
como compuestos fenolicos, quercetin, acido ascoérbico y la presencia de algunos
metales que en determinadas condiciones pueden actuar como agentes
citotoxicos directos (Cavalcante et al., 2003). Los flavonoides han sido reportados
por su propiedad antitumorogénica, adicional a sus propiedades benéficas,
estudios in vitro han indicado que la presencia de genistein a altas
concentraciones produce citotoxicidad (Ahmad et al., 2004).

Segun Kotake-Nara et al., (2001) el uso de altas concentraciones del extracto de
Spinacia oleracea ha demostrado potente rol citotoxico como inhibidor del
crecimiento de una linea celular de cancer de prostata, cuya propiedad estaria
dada por sus componente fitoquimicos como los 5, 6 carotendides, monoepdxidos,
neoxantin y fucoxantin. Los estudios realizados con los extractos de Spinacia
oleracea conducidos in vivo en especies como ratones, ratas y conejos han
reportado prometedores efectos como terapia alternativa contra el cancer al
inducir efectos citotoxicos en modelos experimentales con cancer de prostata y de
piel (Lomnitski L et al,. 2003). La actividad quimiopreventiva ejercida por los
fitonutrientes especialmente flavondides, permitirian contrarrestar la etapa de
promocién carcinogénica al inhibir la formacién de los radicales de oxigeno y
proteinas Kinasas que contribuyen a la regulacion de la sefalizacion intracelular.
Estos mecanismos conllevarian a la prevencion del desarrollo del tumor, al inducir
apoptosis en las células tumorales por inhibicion de la Topoisomerasa Il y
desregulacion de p53 o causando toxicidad mitocondrial originando asi apoptosis
mitocondrial (Galati and O’Brien, 2004). Por otro lado Palozza et al., (2002a,
2002b) ha sugerido que los betacarotenos tanto a bajas como alta dosis inducen
apoptosis resultando en una modificacién en la progresién del ciclo celular por
decrecimiento de la expresion de ciclina A y Bcl-2. Lo anterior permite suponer que
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cualquiera de los efectos mencionados pueden estar siendo ejercidos in vitro por
el extracto etandlico total de Spinacia oleracea y que pueden ser loa que
ocasionan la disminucion del IM observado.

Este trabajo es el primer estudio reportado hasta ahora, donde se utiliza un tipo de
prueba citotoxica (IM) para evaluar el extracto etanolico de Spinacia oleracea en
cultivos in vitro en los linfocitos de sangre periférica de una persona no expuesta a
agentes genotoxicos. Para evaluar el efecto antigenotéxico de Spinacia oleracea
sobre las AC inducidas por la exposicion al humo de lefia, se procedio a escoger
tres de las siete concentraciones las cuales fueron: baja (0.39mg/ml), aquella que
presentdé un IM semejante al grupo control; media (3.12mg/ml), disminuy6 el IM
50% respecto del control y alta (25 mg/ml), aquella que disminuyé el IM a un 20%
en comparacion al grupo control (tabla 2).

7.3 EFECTO ANTIGENOTC')XINCO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE Spinacia
oleracea, SOBRE LOS DANOS INDUCIDOS EN EL ADN DE MUJERES
EXPUESTAS AL HUMO DE LENA.

Para la evaluacion antigenotoxica de Spinacia oleracea, se selecciond un grupo
de 50 mujeres con edades entre 22 y 47 afios; con un promedio de tiempo de
exposicion al humo de lefia de 33.54+ 6.917 afios. De extracto socioeconémico
similar (medio). La estufa de lefia se encontraba ubicada en un recinto cerrado y
sin chimenea. Todas presentaron un consumo de frutas y vegetales bajo (una vez
a la semana). Ninguna de las participantes consumia drogas psicoactivas, alcohol,
cigarrillo, ni padecian de enfermedades cronicas o infecciosas, no habian estado
expuestas a agentes quimicos ni radiolégicos. Todas participaron de forma
voluntaria firmando un consentimiento informado.

7.3.1 Genotoxicidad del humo de lefia. En la tabla 4 se reporta el niumero de
alteraciones cromosomicas, alteraciones cromatidicas y alteraciones totales con el
respectivo promedio (X) y error estandar (EE) registrados al analizar el efecto
genotdxico generado por el humo de lefia.

Teniendo en cuenta que el promedio de AC totales registrado en el control (agua)
para las 50 mujeres es de 5.01+0.153 (X£EE) se puede decir, que los resultados
del presente estudio soportan la evidencia que el uso de combustibles de biomasa
como la lefia incrementan el dafio genotdxico en los linfocitos humanos de
mujeres expuestas, en comparacion con la frecuencia basal 0.259+0.126 A.C/ 100
células obtenida en el laboratorio de Toxicologia Genética y Citogenética de la
Universidad del Cauca, en un grupo de mujeres no expuestas (Angel et al,. 2004).



Estos datos son consistentes con diferentes estudios epidemiolégicos y de
monitoreo ambiental, los cuales sefialan que la constante exposicion a la
combustion de lefia incrementa la frecuencia de dafio en el ADN como AC, MN e
intercambio de crométidas hermanas (Bender et al., 1988; Bolognesi et al., 1997;
Miichalska et el., 1999, Bell y Kamens 1991). El dafio genotédxico inducido al ADN
es originado por diversas particulas resultado de una combustion incompleta de
biomasa; la cual genera gases nocivos como HAPs, benceno, formaldehidos y
material particulado con diametro menor a 2.5 y 10um (MP25), (MP10), conocidos
por ser altamente toxicos y carcinogénicos, capaces de provocar distintos efectos
en la salud como bronquitis cronica, enfermedades pulmonares, asma y cancer
(Kerns et al., 1983, Behera et al., 1991; Behera y Jindal.1991; WHO.1991; Smit.
2000; Balakrishnan et al., 2002). Raiyani et al., (1993) demostré que la quema de
estiércol produce los mayores niveles de HAPs, seguido por el humo de lefa,
resultados similares han sido reportados por Balakrishnan et al., (2002).

Tabla 4. Categorizacion de los individuos en alta y baja frecuencia de Alteraciones
cromosomicas.

Conc. Alta frecuencia de AC, n=29(58%) Baja frecuencia de AC, n=21(42%)

(mg/ml) chtb  chrn Totales X+EE chtb chrb Totales X+EE
00 4,13 1,28 5,414+0,135 2,02 0,72 2,740,206
0,39 3,35 1,03 4,398¢+0,077 1,82 0,71 2,5634+0,129
3,12 3,00 1,21 4,21¢+0,155 1,42 0,29 1,718+0,108
25,00 3,71 0,97 4,688+0,097 2,37 042 2,794+0,067
p 0,000 0,317 0,000 0,000 0,001 0,000

n (%): NUmero de mujeres en cada categoria con su respectivo promedio

X: Promedio de alterciones cromosdmicas/200 Células; EE: Error estandar

chtb: Ruptura cromatidica (chromatid break)

chrb: Ruptura cromosémica (chromosome break)

A, B, C. Segun prueba de comparaciones multiples de Duncan, los promedios decrecen de A
a C; promedios con las mismas letras no difieran entre si.

p= Significancia estadistica mediante analisis de varianza



Figura 6. Analisis de relacién entre concentraciones del extracto etandlico de
Spinacia oleracea y las categorias de los individuos segun frecuencia de AC.
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Las alteraciones al DNA detectadas en este estudio fueron principalmente de tipo
cromatidico (tabla 4). Teniendo en cuenta que el tipo de AC que puede producir un
agente quimico depende basicamente de la etapa del ciclo celular en la que se
encuentran los linfocitos durante la exposicion (Evans et |., 1964), se asume que la
elevada frecuencia de quiebres cromatidicos reportadas en esta investigacion
(figuras 7 y 8) podria ser causada por el efecto de los residuos de sustancias
genotoxicas del humo de lefia acumuladas en las células. Dicho efecto dafiino se
expresa en forma de alteraciones cromatidicas lo cual es el producto de un dafio
provocado en la fase G2 del ciclo celular (Evans et al.,, 1964). Estos datos son
consistentes a los reportados por Burgaz et al., (2002) y Musthapa et al., (2004)
quienes observaron un incremento en el nivel de quiebres cromatidicos en
linfocitos de sangre periférica de mujeres expuestas al humo de lefia. EI mismo
efecto ha sido reportado en otras poblaciones expuestas a diferentes toxicos del
mismo tipo al generado por el humo de lefa, incluyendo policias de transito
expuestos a altos niveles de HAPs. Warshwsky et al., (1995) encontré que la
exposicion in vitro de linfocitos humanos a HAPs generado por el humo de lefia,
incrementa significativamente la frecuencia de MN e intercambio de cromatidas
hermanas. Por otro lado Samarth et al., (2006) reportd una alta frecuencia de
alteraciones cromatidicas en ceélulas de médula é6sea de raton previamente
expuestos a benzo(a)pireno.



Figura 7. Metafase aberrante en linfocitos de sangre periférica de mujer expuesta
al humo de lefia. Quiebre Cromatidico.

Figura 8. Metafase aberrante en linfocitos de sangre periférica de mujer expuesta
al humo de lefia. Quiebre Cromosdmico.




En esta investigacion la frecuencia de AC esta asociada positivamente con el
tiempo de exposicién al humo de lefia (p=0.000) (figura 9) y con la edad de las
mujeres (p=0.000) (figura 10). El grupo de mujeres n=29(58%) categorizadas con
alta frecuencia de AC y con edades y tiempo de exposicion mayores a 30 afios
muestran significativamente (p=0.000) una mayor frecuencia de AC en
comparacion con el grupo de mujeres n=21(42%) que exhiben una baja frecuencia
de AC cuya edad y tiempo de exposicion al humo de lefia no supera los 30 afios
(tabla 4). Estos resultados son consistentes a los reportados por Musthapa et
al.,(2004) quien ha reportado mayor frecuencia de AC y MN estadisticamente
significativa en el grupo de mujeres expuestas al humo de lefia con edades mayor
a 30 afios y mayor a 10 afios de exposicion. En general la frecuencia de MN
parece estar modulada por factores enddégenos vy fisologicos de la edad (Bonassi
et al., 2001). Estudios previos han demostrado una asociacion entre la edad y las
alteraciones citogenéticas (Bolognesi et al., 1997c y Bonassi et al., 2001).

Figura 9. Analisis de asociacion entre afios de exposicion y frecuencia de AC.
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Figura 10. Analisis de asociacion entre edad y frecuencia de AC.
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El incremento en el dafio al ADN observado, puede ser debido a la presencia de la
excesiva cantidad de carcind6genos presentes en el humo de lefia, como el
Benceno, HAPs y formaldehidos. Una exposicion constante incrementaria la
frecuencia de AC indicando un efecto acumulativo de exposicion (Pandey et al.,
2005). Los HAPs presentes en el humo de lefia son iniciadores y carcin6genos
completos, adicional a su mecanismo genotoxico para inducir mutaciones ellos
tiene la habilidad de actuar como promotores tumorales (Baird et al., 2005). La
actividad promocional a nivel celular exhibida por los HAPs ha sido dificil
demostrarlo in vivo sin embargo, al igual que los carcinbgenos completos, los
tratamientos repetidos sobre la piel de raton induce la aparicion de tumores (Baird
et al., 2005).

A nivel molecular en el metabolismo de HAPs, intervienen enzimas de la fase |,
conocidas como familias del Citocromo p450 (CYPs). CYP1Al y CYP1B1 son dos
de las mas importantes enzimas en la activacion metabodlica de HAPs, pequefias
diferencias en las secuencias de estas enzimas y otros polimorfismos genéticos
pueden estar influenciando la genotéxicidad (Salama et al.,, 2001). Muchas
enzimas como la Glutation transferasa(GST), el Uridin difosfato (UDP) glucuronosil
transferasa, epoxido hidrolasa y metil transferasa ademas de la enzimas de la fase
| contribuyen a la detoxificacién de HAP, durante estas rutas de biotransformacion
los reactivos electrofilicos de HAPs pueden ser conjugados y excretados de la



célula. Sin embargo, algunos metabolitos de HAPs pueden aumentar su capacidad
para unirse de forma covalente al ADN originando un aducto carcin6geno-ADN. La
habilidad del aducto para unirse al ADN y persistir hasta formar la mutacion,
podria depender de la conformacion del aducto entre la secuencia del ADN y la
habilidad de las enzimas de reparacion para identificar la lesibn que podria estar
intercalada entre la hélix del ADN (Wu et al., 2002).

En estudios previos la induccion de AC y MN han sido ampliamente usados como
biomarcadores de genotoxicidad (Fenech, 1993; Michalska et al., 1999) para
cuantificar efectos adversos sobre la salud humana, particularmente cancer. Por
tanto la incrementada incidencia de cancer reportado en mujeres expuestas a
combustibles de biomasa en otros paises, podria entonces ser el resultado de la
inestabilidad genética causada por los carcindbgenos generados por el humo de
lefia (Lan et al., 1993). He et al., (1991) reporté una asociacion directa entre la
concentracion de HAPs y céancer de pulmoén. Es asi como los resultados de esta
investigacion y los realizados en poblaciones con elevada exposicion a
combustibles de biomasa (Kato et al., 2004; Musthapa et al., 2004 y Pandey et al.,
2005) podrian ayudar a explicar la alta incidencia de cancer entre poblaciones
expuestas, convirtiéndose asi en herramienta relevante para conducir estudios
epidemiolégicos que permitan asociar niveles de dafio al DNA y cancer de pulmon.

7.3.2 Efectos antigenotdéxicos de Spinacia oleracea. La identificacion de
desmutagenos y bioantimutdgenos en plantas ha promovido la busqueda de
extractos vegetales capaces de modificar efectos celulares adversos causados por
toxicos ambientales (Dhir et al., 1996). Los efectos protectores de extractos de
plantas frente al dafio oxidativo han sido atribuidos a varios componentes como:
polifenoles, betacarotenos, acidos percoumaricos, flavonoides, flavonas, fibras,
vitaminas y azlcares 0 a una interaccion sinérgica entre compuestos (Thompson
and William, 1976, Abraham et al., 1986; Ong et al., 1986, Fergunson, 2001. Sin
embargo, el uso de plantas medicinales en la medicina moderna carece en forma
general de evidencia cientifica que soporte la habilidad para prevenir o curar
enfermedades. Por tanto, es necesario proveer conocimientos sobre los
mecanismos celulares involucrados en la capacidad antioxidante de extractos
naturales, que justifiguen el uso de una planta o sus principios activos con
propésitos clinicos (Ammon an Wahl, 1991; Sammarth. et al., 2006).

En la tabla 4, se reporta el nimero de alteraciones cromosdmicas (chrb),
alteraciones cromatidicas (chtb) y alteraciones totales con el respectivo promedio
y error estandar (EE) registrados al analizar el efecto antigenotoxico de Spinacia
oleracea en los dafos inducidos en el ADN por la exposicion cronica al humo de
lefia en 50 mujeres.



Se determind la variabilidad entre las mujeres en cuanto a tiempo de exposicion y
frecuencia de AC mediante la prueba no paramétrica de Kruskal Walls,
encontrando que hay diferencia estadisticamente significativa entre ellas (p<0.05)
(figura 6). Es asi como se estratificd la poblacién en dos grupos. Mujeres con un
promedio de AC tan bajo como (XtEE) 2.74+0.206 y tan alto como (XtEE)
5.41+0.135 reportado en el tratamiento control (agua). En consecuencia para
diferenciar el efecto de los tratamientos las mujeres fueron categorizadas en
personas de baja y alta frecuencia de AC (tabla 4, figura 6).

Entre las mujeres con alta frecuencia de AC; las tres concentraciones del extracto
etandlico de Spinacia oleracea redujeron significativamente (p< 0.05) la frecuencia
total de AC respecto del control; siendo la mas efectiva la concentracion 3,12
mg/ml. Entre las mujeres de baja frecuencia de AC, sélo la concentracion
3,12mg/ml de extracto etandlico de Spinacia oleracea redujo significativamente
(p<0.05) la frecuencia de AC respecto del control, las concentraciones restantes
(0.39-25 mg/ml) se asemejan o no difieren del control (tabla 4).

En cuanto a la frecuencia de aberraciones cromatidicas, tanto en las categorias de
mujeres con alta y baja frecuencia de AC se presenta una diferencia
estadisticamente significativa (p=0.000) en el efecto antigenotoxico ejercido por las
tres concentraciones respecto al control (tabla 4, figura 6). Sin embargo, para la
frecuencia de aberraciones cromosémicas en la categoria de mujeres con alta
frecuencia de AC, las concentraciones del extracto etandlico de la Spinacia
oleracea, no ejercen un efecto estadisticamente significativo (p=0.317) (tabla 4).
Esta diferencia en cuanto a la capacidad antigenotoxica de Spinacia olercea para
contrarrestar efecto genotoxico de forma significativa en las mujeres con bajos
niveles de AC, puede estar asociado con la edad y tiempo de exposicion de las
mujeres de esta categoria (tabla 4). Esta demostrado que repetida exposicion a
HAPs incrementa riesgo para diferentes tipos de cancer debido a la acumulacion
de dafios producidos al ADN (Mastrangelo et al., 1996). De igual forma Bolognesi
et al., (1997c), Bonassi et al., (2001) y Musthapa et al., (2004) han demostrado
que la frecuencia de dafio genotdxico podria estar siendo modulada por factores
relacionados con la edad y el género. Mukherjee AB and Thomas (1997)
encontraron una relacion asociada entre edad y AC estructurales. Segun Lépez,
(1998) en el transcurso de la vida gracias a un conjunto de enzimas especificas se
van reparando lesiones celulares causadas por factores endégenos o ambientales
gue desestabilizan la célula, pero estas enzimas tienden a perder su efecto con la
edad a partir de un momento caracteristico para cada especie. Lo anterior permite
inferir que en la categoria de mujeres con alta frecuencia de AC (tabla 4) las
cuales presentan mayor edad y tiempo de exposicion, la capacidad antigenotéxica
dada por el extracto de Spinacia oleracea, ejerce mayor efecto sobre las
alteraciones cromatidicas, pero presenta escasa modulacion en las alteraciones
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de tipo cromosdémico, dado al mayor dafio presentado en las células producto
tanto de la edad como del tiempo de exposicion.

Muchos de los extractos vegetales contienen sustancias que actian como
genotéxicos indirectos y agentes mutagénicos. Compuestos fendlicos incluyendo
quercetin, acido ascorbico y algunos metales presentes en el extracto podrian
ejercer esa propiedad (Cavalcante et al., 2003). No obstante dependiendo de las
condiciones experimentales in vivo o in vitro, asi como el tiempo de exposicion al
humo de lefia, el extracto parece ser toxico y /o comutagénico, de esta forma el
extracto de Spinacia oleracea parece no soOlo ser un recurso de compuestos
antioxidantes, sino también una sumatoria de nutrientes fitoquimicos con
propiedades antimutagénicas y mutagénicas. Su efecto antigenotoxico estaria
dado al inducir o inactivar un sistema enzimatico, resultado de una sobre
exposicion exdégena a una sustancia genotoxica, en este caso el humo de lefa.
Segun De Flora 'y Ramel (1988) la prevencion de la mutagenesis por antioxidantes
estaria dada en la etapa metabdlica; por inhibicion de los mecanismos bioquimicos
responsables de la activacion de premutdgenos a metabolitos electrofilicos,
mediante la estimulacion de la detoxificacion enzimatica de quimicos o desde los
mismos mecanismos secuencialmente involucrados en los cambios de su balance
a favor de la detoxificacion.

El papel antimutagénico de compuestos presentes en el extracto de Spinacia
oleracea como: betacarotenos, flavondides y diferentes acidos, le permitiria
eliminar RL al formar complejos con una de sus dobles bandas (Burgton and
Ingold, 1984). Muchos autores han atribuido el poder antimutagénico y
anticarcinogénico a los betacarotenos y flavondides dado a su capacidad para
inactivar moléculas excitadas electronicamente y estimular el sistema metabdlico
(Ames, 1983; Malone, 1991; Singh and Gaby, 1991; Moon et al.,, 2006). La
inhibicion del dafio genotdxico inducido por el humo de lefia postratamientos con
el extracto total de Spinacia oleracea, sugiere una posible interaccion de los
diferentes compuestos fitoquimicos con las enzimas del metabolismo, estimulando
la reparacion del ADN y/o la reversion del dafio (De Flora, 1998; De Flora et al.,
2001). Los flavondides han sido reconocidos por modular el sistema CYP450
(citocromop450) incluyendo la induccién especifica de algunas isozimas y la
activacion o inhibicién de estas enzimas (Moon et al., 2006). La reduccion del
dafio al ADN en los linfocitos expuestos a un agente genotdxico y tratados con
extractos vegetales con propiedades antigenotoxicas, es debido al aumento de
glutatién citosdlica (GSTP1) y proteinas de reparacion del ADN (Zobel et al.,
1998). Este aumento de enzimas citosolicas es indicativo de un incremento en la
expresion de genes ejercido por los vegetales (Zobel et al., 1998). Los flavonoides
modulan el sistema CYP450 e inducen activacion y desactivacion de isoenzimas
CYP; ademas las flavonas, flavononas e isoflavonas inhiben la actividad de
aromatasas (CYP19) asi decrecen la biosintesis estrogénica y producen efectos



antiestrogénicos, importante en cancer de seno y préstata (Moon et al., 2006). La
activacion de enzimas de detoxificacion de la fase Il como UDP-glucoronil
transferasa, glutation S transferasa y quinona reductasa mediada por flavonoides
resulta en la detoxificaciobn de carcin6genos y representa un mecanismo de sus
efectos anticarcinogénicos (Moon et al., 2006). De igual forma antioxidantes como
el &cido ascorbico bajo condiciones fisiologicas compite efectivamente con
alkilacion de sitios celulares nucleofilicos como ADN, ARN o proteinas, evitando
que moléculas excitadas electronicamente se unan a través de enlaces covalente
(Edgar, 1974).

Nuestros resultados muestran claramente, que el extracto etandlico de Spinacia
oleracea reduce el dafio genotdxico originado por la exposicion al humo de lefia
(tabla 4). Un efecto significativo (p=0.000) se observé a dosis bajas (tabla 4, figura
6), la dosis mas alta evaluada no present6 actividad antigenotoxica, por lo tanto no
hubo una relacién dosis-respuesta. De manera consistente Salvadori et al., (1992)
encontr6 que los betacarotenos son capaces de causar un significante
decrecimiento de células con AC inducidas por ciclofosfamida y este efecto no
mostr0 una relacidn directa dosis—respuesta para las concentraciones de
batacarotenos evaluados. La falta de una relacion dosis efecto, sugiere un
fendmeno biolégico. La pérdida paulatina de un efecto protector a medida que se
incrementa la concentracion del extracto de Spinacia oleracea (25mg/ml)
observado en el presente estudio, podria ser debido que a niveles fisioldgicos la
absorcion y utilizacion de compuestos fitoquimicos como betacarotenos vy
flavondides es eficiente. Sin embargo, la conversiéon y absorcion eficaz de
betacarotenos a vitamina A decrece extremadamente a altos niveles, pues la
vitamina A producto final en la ruta de conversion de los betacarotenos es la
encargada de actuar biolégicamente como antioxidante (Erdman, 1988), el mismo
efecto podria estar siendo ejercido por flavondides y otros nutrientes presentes en
el extracto de Spinacia oleracea. De igual forma concentraciones (0.39mg/ml)
relativamente bajas en nuestro estudio son ineficientes para que se dé una
conversion bioquimica que les permita realizar actividad biologica. Yew, (1984);
Aidoo et al., (1994) han sefialado que la absorcion, distribucion y utilizacion
eficiente de antioxidantes podria comprometer condiciones fisioldégicas inherentes
de los animales. Si estas condiciones operan en modelos bioldgicos, es de
esperar que condiciones similares se expresen en el ser humano para los distintos
compuestos antigenotdxicos presentes en las plantas.

La antimutagenicidad del extracto de Spinacia oleracea fue mayor a bajas dosis
(tabla 4), esta ausencia de respuesta dosis dependiente frente al dafio genotdxico
inducido por la exposicion al humo de lefia, sugiere competencia entre la actividad
de algunos componentes pro y antimutagénicos, como fenoles totales,
betacarotenos, flavonoides, acidos percumaricos y vitaminas, perdiendo efecto
sinérgico antigenotoxico a medida que se incrementa las concentraciones bajo



estas condiciones experimentales (Cavalcante et al., 2003). Segun Rao and Rao,
(2007) estas observaciones sugieren una posible respuesta bifasica de los
antioxidantes. Presentan actividad antioxidante y antigenotdxica cuando son
ingeridos a bajas concentraciones, pero podrian tener efectos desfavorables al ser
ingeridos en altas cantidades. Este fendbmeno biolégico denominado hormesis es
un tipo de relacién dosis respuesta de las cuales existen dos formas generales:
dosis respuesta monotonica, la cual describe respuesta unidireccional para dosis
cercanas cero y la dosis respuesta no monotonica que muestra relacién
bidireccional o bifasica (Mushak, 2007). El tipo de respuesta bidireccional estaria
siendo ejercido por el extracto de Spinacia oleracea en nuestro estudio.

Estudios realizados por Cavalcante et al.,, (2003) utilizando extracto de
Anacardium occidentale, planta con principios antigenotoxicos, demuestran que la
antimutagenicidad de dicho extracto fue mayor a bajas dosis en post tratamientos
en el test de salmonella frente al peréxido de hidrogeno. En nuestra investigacion
la concentracion que ejerce un mayor efecto antigenotoxico esta dada por la
concentracion de 3.12mg/ml (tabla 4), lo cual permite sugerir que en condiciones
in vitro bajo esta concentracion, todos los componentes fitoquimicos encontrados
en el extracto etandlico total de Spinacia oleracea son fisiol6gicamente asimilados
por los linfocitos de sangre periférica de mujeres expuestas al humo de lefia,
permitiendo que haya una conversion eficiente de estos compuestos y por tanto un
efecto bioldgico capaz de modular dafio genotoxico inducido por la exposicion al
humo de lefia, al activar o inhibir enzimas en las rutas del metabolismo implicadas
en los procesos de detoxificacion. Por lo tanto recomendamos realizar estudios de
antigenotoxicidad en dosis mas bajas o cercanas a 3.12mg/ml para determinar la
dosis biolégica mas efectiva.

Se conoce que muchas plantas con propiedad antioxidante no sélo son un recurso
de fitonutrientes sino que también contienen compuestos quimicos con
propiedades antioxidantes, antimutagénicas y comutagénicas (Cavalcante et al.,
2003). La informacion para evaluar efectos antimutagénicos de los antioxidantes
presentes en los vegetales serd un paso critico e importante para entender su rol
quimioprotector frente a sustancias carcinogénicas debido a que las condiciones
complejas que ocurren in vivo son diferentes a las existentes en un test in vitro.
Este estudio es de gran importancia dada la actual necesidad de identificar
desmutagenos y antimutagenos naturales como una estrategia efectiva para la
prevencion de enfermedades de origen ambiental como el cancer. Es de particular
interés determinar los mecanismos celulares por los que la ingesta de sustancias
antigenotoxicas contrarrestan los efectos de sustancias mutagénicas. De esta
manera se contribuye a la generacién de conocimiento sobre diferentes plantas
comestibles para determinar rutas de interaccidon a nivel metabdlico, detoxificacion
y excrecion. La investigacion minuciosa y el aislamiento de los componentes de
los extractos de las plantas junto con una apropiada seleccién y manipulacion en



nuestra dieta pueden ser de valor potencial para reducir riesgo genotoxico en
poblaciones expuestas a contaminantes ambientales. Los resultados de este
estudio constituye una valiosa herramienta para comparar con otros estudios el
papel relevante de plantas con propiedades antioxidantes y su significancia
biolégica en la modulacion de dafio genotoxico.

Asi mismo, esta investigacion es el primer estudio que mide el efecto genotdxico
de la exposicién al humo de lefia en una poblacion de mujeres colombianas. Estos
resultados deben tenerse en cuenta para la formulacién de politicas encaminadas
a prevenir tal exposicion y evaluar las consecuencias tanto sociales, econémicas
como ambientales y especificamente desde el punto de vista de la salud de estas
mujeres y sus futuras generaciones.



8. CONCLUSIONES

Al evaluar las siete concentraciones del extracto etandlico total de Spinacia
oleracea mediante la prueba de citotoxicidad IM, se establecié una relacion dosis—
dependiente negativa, en donde la proliferacion celular disminuye de manera
significativa a medida que se incrementa la concentracion del extracto.

Las AC detectadas en este estudio fueron principalmente de tipo cromatidico.
Teniendo en cuenta que el tipo de AC que puede producir un agente quimico
depende basicamente de la etapa del ciclo celular, se puede deducir que el efecto
genotoxico ejercido por los componentes del humo de lefia estan dados en la fase
S tardia y/o G2 del ciclo celular.

Los resultados de este estudio demuestran claramente los efectos genotéxicos
ejercidos por el humo de lefia sobre las personas expuestas. Encontrandose una
asociacion significativa entre edad, tiempo de exposicion y frecuencia de AC.
Estos datos sugieren que el dafio genético en mujeres de la poblacién rural y
probablemente en la poblacion urbana podria ser reducido disminuyendo el tiempo
de exposicién al humo de lefa.

El extracto etandlico total de Spinacia oleracea, tiene un efecto modulador sobre la
accion de los radicales libres y demas sustancias generados por el humo de lefia,
reduciendo significativamente el numero de AC, propiedad que le permitiria
posiblemente ser utilizada como alternativa profilactica para contrarrestar dafio
oxidativo.



9. RECOMENDACIONES

Se recomienda la realizacion de estudios mecanisticos adicionales que permitan
evaluar en forma detallada cada uno de los compuestos de Spinacia oleracea a fin
de determinar su actividad biologica tanto in vivo como in vitro. De igual forma
mediante este estudio exploratorio se sugiere que AC podria servir como un
biomarcador especifico y sensitivo para trabajos que integren exposicion
genotoxica e induccion enzimatica ejercida por extractos de plantas con
propiedades antigenotéxicas.

Se sugiere la realizacién de estudios a nivel molecular para establecer rango de
dosis bioldgica efectiva, ampliando rango de dosis de Spinacia oleracea con el fin
de valorar los efectos antigenotdxicos de los antioxidantes ingeridos a través de la
dieta.

Determinar el efecto de los polimorfismos genéticos asociados a la genotoxicidad
del humo de lefia y la propiedad antigenotoxica de Spinacia oleracea y otros
extractos de plantas con propiedad antigenotéxica.

De igual forma la experiencia de nuestro trabajo nos permite sugerir se continué
con la evaluacion de plantas, a fin de obtener un mayor conocimiento que permita
utilizarlas como medidas profilacticas en la prevencion de enfermedades
primarias.
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ANEXOS A
UNIVERSIDAD DEL CAUCA
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA
UNIDAD DE TOXICOLOGIA GENETICA cbdigo

Fecha Direcciéon Teléfono

Nombre Edad (afios cumplidos)

Tipo de cocina: con ventilacién sin ventilacion

Numero de afios expuesto al humo de lefia Horas/dia

Fuma cigarrillo  Si No Consumo de alcohol Si No

Tiene exposicion a quimicos en general Si No

Ha tenido enfermedades que han requerido hospitalizacion Si No
Enfermedad Tratamiento

Enfermedad Tratamiento

Ha sido irradiada Si No

En su familia hay antecedentes de cancer? Si No

Tipo de cancer

ALIMENTACION
VECES POR SEMANA

Verduras Si No
Carnes Si No
Frutas Si No

Legumbres Si No




ANEXO B

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo, identificada con cedula de
ciudadania No.

Certifico que se me ha pedido que participe como sujeto en una investigacion
llamada “Evaluacion in vitro del extracto etanélico de spinacia oleracea, mediante
el biomarcador de aberraciones cromosoémicas en mujeres expuestas al humo de
lefia”, bajo la direccion de la Dra. Noelia Cajas Salazar de la Universidad del
Cauca, Popayan.

PROPOSITO: Evaluar in vitro las propiedades antioxidantes del extracto etandlico
de Spinacia oleracea, mediante el biomarcador de aberraciones cromosémicas en
linfocitos de sangre periférica de mujeres expuestas de manera crénica al humo
de lefia.

El beneficio a la sociedad sera la informacion obtenida acerca de la relacion entre
efecto antioxidante de la Spinacia oleracea y la capacidad para contrarrestar dafio
genotoxico en poblacién expuestas ambientalmente.

PROCEDIMIENTOS: Si decido participar en el estudio, una vez haya firmado el
consentimiento informado, entiendo que completaré un cuestionario sobre estilo
de vida y estado de salud. Si califico para participar en el estudio, yo donaré
voluntariamente una muestra de sangre de aprox. 10 ml. obtenidos de la vena de
mi brazo, para extraccion del material genético (ADN). Todas las muestras seran
tomadas por profesionales calificados.

NUMERO DE PARTICIPANTES: El nimero aproximado sera de 30 mujeres.

BENEFICIOS AL SUJETO: Entiendo que no recibiré beneficio directo por mi
participacion voluntaria en este estudio. Los datos del estudio seran confidenciales
sus conclusiones solo seran extrapolados a la poblacion.

RIESGOS POR PARTICIPACION: Entiendo que como riesgos potenciales de mi
participacion en este estudio son sangrado o infeccién en los sitios de toma de
muestras, los cuales seran evitados mediante el uso de técnicas aseépticas por
personal clinico calificado y experimentado.

CONFIDENCIALIDAD: Entiendo que la informacion del cuestionario y todas las
muestras seran identificadas con un cédigo para proteger mi nhombre y datos
personales. Esta informacién serd mantenida bajo estricta confidencialidad por
parte de los investigadores (William Orlando Castillo y Lisbeth Trejo Santacruz).



CLAUSULAS ESTANDAR: Entiendo que el consentimiento voluntario es requerido
para todas las personas en este proyecto. Los procedimientos principales, han
sido expuestos y me los han explicado en un lenguaje que yo puedo entender. Me
han explicado los riesgos e incomodidades de los procedimientos. Me han
explicado los beneficios de este estudio. Me han ofrecido responder a todas las
preguntas que yo pueda tener acerca de los procedimientos antes de ingresar al
estudio. Si tengo una pregunta durante o después del procedimiento puedo
contactar al Dra Noelia Cajas Salazar Tel. 8209872. Me han dicho que la
Universidad del Cauca no tiene mecanismos de compensacion si algun dafio fisico
ocurriera como resultado ajeno a esta investigacion en los sujetos de
investigacion. Sin embargo, entiendo que tratamientos de emergencia disponibles
para el publico en general estan disponibles para mi también. Yo tengo el derecho
a la privacidad y confidencialidad de toda la informacién obtenida con relacion a
este estudio. La informacion obtenida de este estudio que pueda identificarme
sera so6lo conocida por el investigador principal, quien podra tener acceso a mi
historia clinica si es necesario. Los resultados de este estudio pueden ser
divulgados en eventos nacionales y/o internacionales 6 ser publicados en revistas
cientificas sin identificarme por mi nombre.

Las muestras tomadas solo seran utilizadas para investigacion en este estudio.

Acepto voluntariamente participar como sujeto de investigaciébn en el proyecto
antes mencionado. Entiendo que se me dara una copia de este consentimiento.

Fecha Firma del sujeto Testigo

Usando un lenguaje apropiado y comprensible he discutido este proyecto y los
puntos anteriores con el sujeto y su representante autorizado o con ambos.

Fecha Firma del Director del Proyecto



ANEXO C

CITOGENETICA DEPARTAMENTO DE BIOL‘OGI'A
REGISTRO DE ABERRACIONES CROMOSOMICAS

Registrador R L ————————————— . N° MicroscopiQ--------------
N° | ABERRACIONES CROMOSOMICAS | Cdd. | coordenadas #DE | N° | ABERRACIONES CROMOSOMICAS | Cod. | Coordenadas
#DE | CR| Cromati | Cromos GAP placa CEL | CR| cromati | Cromos GAP placa
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