EVALUACION DE LA ACTIVIDAD CITOTOXICA Y GENOTOXICA DEL
EXTRACTO ETANOLICO TOTAL DE Pavonia sepioides EN CULTIVOS in vitro
DE LINFOCITOS HUMANOS

LISETH ELIANA BOLANOZ LLANTEN
DANIELA YINETH ORTEGA ZUNIGA

UNIVERSIDAD DEL CAUCA
FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES, EXACTAS Y DE LA EDUCACION
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA
GRUPO DE INVESTIGACION EN TOXICOLOGIA GENETICA Y CITOGENETICA
POPAYAN, CAUCA
2013



EVALUACION DE LA ACTIVIDAD CITOTOXICA Y GENOTOXICA DEL
EXTRACTO ETANOLICO TOTAL DE Pavonia sepioides EN CULTIVOS in vitro
DE LINFOCITOS HUMANOS

LISETH ELIANA BOLANOZ LLANTEN
DANIELA YINETH ORTEGA ZUNIGA

Documento del trabajo de grado presentado para optar al titulo de Bidlogo

Director
Silvio Marino Carvajal Varona
Magister En Biologia (Genética)

Asesor
Fabio Antonio Cabezas Fajardo
Doctor En Ciencias Quimicas

UNIVERSIDAD DEL CAUCA
FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES, EXACTAS Y DE LA EDUCACION
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA
GRUPO DE INVESTIGACION EN TOXICOLOGIA GENETICA Y CITOGENETICA
POPAYAN, CAUCA
2013



Nota de Aceptacion

Silvio Marino Carvajal Varona Mg.

Director

Ingrid Yesenia Reyes Carvajal
Jurado

Nadia Nubia Maca Mufioz

Jurado



“A Nuestros Amados Padres y Hermanos”



AGRADECIMIENTOS

Agradecemos infinitamente a Dios, por brindarnos el privilegio de vivir
Y habernos permitido culminar esta wmeta, acompairdndonos siempre
con su inmenso amor y bondad. A nuestros padres Blanca LlLanten,
Javier Bolairoz, Jeovani ZuRiga y Leonardo Ortega, por su inmenso
amor, apoyo incondicional, y maravilloso ejemplo de vida. A nuestros

hermanos, por su compairia, apoyo y amor.

A nuestro profe Silvio Carvajal, por guiarnos con sus conocimientos,
apoyo, motivacion y bella amistad. A nuestro asesor Fabio Cabezas, por
apoyarnos y brindarnos su conocimiento. A los jurados por su tiempo y
asesoria. A todos los amigos, que nos acompairaron e hicieron nuestros
dias mas felices. Al grupo de investigacion en toxicologia genética y
citogenética por brindarnos con dedicacion y disciplina todos sus
conocimientos. A los maestros, que marcaron cada etapa de nuestro
camino universitario. A la universidad por haber permitido formarnos
como bidlogas. Y a todas esas personas que de alguna manera hicieron

parte de esta bonita experiencia.



Resumen

1.  INTRODUCCION

2. FORMULACION DEL PROBLEMA

3. JUSTIFICACION

4. OBJETIVOS

4.1 OBJETNVO GENERAL

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

5. MARCO REFERENCIAL

5.1 DESCRIPCION DE LA PLANTA

5.1.1 Clasificaciontaxonémica de la planta

5.1.2 Morfologia de Pavonia sepioides. Fryxell & Krapov
5.1.3 Distribucién

5.1.4 Usos Medicinales

52 ANTECEDENTES

5.3 PRUEBA DE CITOTOXICIDAD

5.3.1 indice Mitotico

5.4 PRUEBA DE GENOTOXICIDAD

5.4.1 Alteraciones CromosOmicas

5.5 LINFOCITOS HUMANOS DE SANGRE PERIFERICA COMO MODELO
BIOLOGICO

56 METODO DE EXTRACCION

5.6.1 Extracto etandlico

5.6.2 Extraccion continta solido-liquido (Soxhlet)

CONTENIDO

Pag.

16
17
17
17



5.6.3 Proceso de Rota-evaporacion
5.7 CARACTERISTICAS FITOQUIMICAS DE Pavonia sepioides

6. MARCO METODOLOGICO

6.1 ENCUESTA ETNOBOTANICA SOBRE Pavonia sepioides
6.2 OBTENCION DEL EXTRACTO

6.3 CULTIVO DE LINFOCITOS HUMANOS DE SANGRE PERIFERICA

6.3.1 Obtencion de la muestra de sangre
6.3.2 Siembra de linfocitos humanos

6.3.3 Tratamiento de los cultivos

6.3.4 Cosecha de linfocitos humanos

6.3.5 Preparacion de los extendidos celulares
6.3.6 Coloraciondirecta con giemsa

6.4 PROTOCOLOS EXPERIMENTALES

6.4.1 Analisis previo de indice Mitético para elegir las concentraciones alta,

media y baja del extracto

6.4.2 Prueba de citotoxicidad

6.4.3 Prueba de genotdxicidad

6.5 ANALISIS ESTADISTICO
6.5.1 Tipo de estudio

6.5.2 Variables

6.5.3 Prueba de citotoxicidad (IM)
6.5.4 Prueba de genotoxicidad (AC)

6.5.5 Pruebas estadisticas

7. RESULTADOS

7.1  ANALISIS PREVIO DE INDICE MITOTICO PARA ELEGIR
LAS CONCENTRACIONES ALTA, MEDIA Y BAJA DEL EXTRACTO
DE Pavonia sepioides

18
19

24
24
25
26
26
27
27
27
27
28
28

28
28
29
29
29
30
30
31
31

32

32



7.2
7.3

8.1
8.2

10.

11.

PRUEBA DE CITOTOXICIDAD
PRUEBA DE GENOTOXICIDAD

DISCUSION

PRUEBA DE CITOTOXICIDAD

PRUEBA DE GENOTOXICIDAD

CONCLUSIONES

RECOMENDACIONES

BIBLIOGRAFIA

ANEXO

34
37

45

45

48

51

52

53



Figura 1l

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

Figura 11

Figura 12

Figura 13

LISTA DE FIGURAS

Imagenes de Pavonia sepioides.

Distribucién de Pavonia sepioides. Fryxell & Krapov.

Montaje del método de extraccion Soxhlet.

Rota-evaporador

Estructura basica de los flavonoides.

Clasificacion de flavonoides.

Estructura basica de las cumarinas.

Estructura del isopreno

Estructura general de cardiotonicos.

Porcentaje de personas encuestadas que conocen vy

desconocen los usos medicinales de Pavonia sepioides

Protocolo experimental para la prueba de citotoxicidad.

Protocolo experimental para la prueba de genot6xicidad

Curva de mejor ajuste que explica la asociacion entre las

Pag.

18

19

20

21

22

22

23

24

28

34



Figura 14

Figura 15

Figura 16

Figura 17

Figura 18

concentraciones del extracto de Pavonia sepioides y el

indice mitético, en linfocitos humanos cultivados in vitro.

Curva de mejor ajuste que explica la asociacion entre las
concentraciones del extracto de Pavonia sepioides y el

Indice mitético, en linfocitos humanos cultivados in vitro.

Curva de mejor ajuste que explica la asociacion entre las
concentraciones del extracto de Pavonia sepioides y las
alteraciones cromosémicas totales, en linfocitos humanos

de sangre periférica cultivados in vitro.

Imagen de metafase normal, Microscopio Nikon (100X).

Imagenes de rupturas cromatidicas, Microscopio Nikon
(100X).

Imdgenes de  cromosomas  dicéntricos  (rupturas

cromosomicas), Microscopio Nikon (100X).

37

41

42

43

44



Tabla 1

Tabla 2

Tabla 3

Tabla 4

Tabla 5

LISTA DE TABLAS

Concentracion de las soluciones de trabajo del extracto
etandlico total de Pavonia sepioides empleadas para elegir
las concentraciones alta, media y baja utilizadas en la

prueba de citotoxicidad y genotoxicidad.

Identificacion de las variables de la investigacion.

Promedio de indice Mitético obtenido al tratar los linfocitos
humanos cultivados in vitro con ocho concentraciones del
extracto de Pavonia sepioides, un control negativo (Agua

Estéril) y un control positivo (MMC).

Promedio de indice mitético obtenido al tratar los linfocitos
humanos de sangre periférica, cultivados in vitro, con tres
concentraciones del extracto de Pavonia sepioides, un

control negativo (Agua Estéril) y un control positivo (MMC).

Numero promedio de Alteraciones Cromosémicas/100
células, obtenido al tratar los linfocitos humanos de sangre
periférica cultivados in vitro, con tres concentraciones del
extracto de Pavonia sepioides, un control negativo (Agua

Estéril) y un control positivo (MMC).

Pag.
26

30

33

35

40



ABREVIATURAS

IM: indice mit6tico

MMC: Mitomicina C

AC: Alteraciones CromosOmicas

AC/100 células: Alteraciones CromosOmicas encontradas en 100 células
mg/mL: Miligramos sobre mililitros

TLC: Cromatografia de capa delgada

ADN: Acido Desoxirribonucleico

H1: Hipotesis Alternativa

Ho: Hipdtesis Nula



RESUMEN

Gran parte de la poblacion mundial utiliza la medicina tradicional, incluyendo
plantas medicinales como tratamiento alternativo para sus necesidades primarias
de salud, siendo Pavonia sepioides (Malvaceae) una de ellas. En este proyecto se
evalud la actividad citotoxica y genotoxica de esta planta, utilizando su extracto
total para probar su efecto sobre linfocitos humanos de sangre periférica
cultivados in vitro. Se realizaron cultivos de linfocitos, los cuales fueron tratados
con diferentes concentraciones del extracto de Pavonia sepioides (alta: 2,63
mg/ml; media: 1,32 mg/ml; baja: 0,66 mg/ml), conjuntamente se tuvo como cultivos
de referencia, un control negativo tratado con agua estéril y un control positivo
tratado con Mitomicina C. En dichos cultivos se midié el indice mit6tico (IM)
indicativo de citotoxicidad y la frecuencia de alteraciones cromosOdmicas (AC)
como biomarcador de genotdxicidad. Se identifico efecto citotoxico mediante
blogueo premitético dependiente de la dosis; es decir que el incremento en las
concentraciones de Pavonia sepioides disminuyeron el indice Mitotico en forma
significativa (P=0,001); ademas, se identific6 efecto genotdxico dependiente de la
dosis del extracto, ya que a mayor concentracion de P. sepioides se eleva
significativamente (P=0,0001) la frecuencia de Alteraciones CromosOmicas. En
conclusion se puede decir que Pavonia sepioides tiene efectos bioldégicos sobre
linfocitos humanos cultivados in vitro. Dichos efectos posiblemente se generan por
la accidn de los compuestos quimicos presentes en el extracto total y por ende
resulta necesario realizar estudios mas detallados sobre esta planta medicinal,
que permitan generar mas conocimiento sobre sus propiedades toxicolégicas y

clinicas.

Palabras clave: Citotoxicidad, Genotoxicidad, Extracto, Cultivo in vitro,

Biomarcador, Pavonia sepioides.



1. INTRODUCCION

Actualmente, la medicina tradicional es considerada como conocimientos,
creencias, practicas y enfoques diversos, que incorporan medicinas basadas en
plantas, animales y/o minerales, terapias espirituales, técnicas manuales y
ejercicios aplicados de forma individual o en combinacion para mantener el
bienestar, ademas de tratar, diagnosticar y prevenir las enfermedades [1]. En los
dltimos afios el interés de las personas por la medicina tradicional se ha
incrementado y gran parte de la poblacion mundial la utiliza como tratamiento
alternativo para sus necesidades primarias de salud, no solo por su facil acceso,
sino también porque es generalmente mas aceptable desde el punto de vista
cultural y espiritual [2]; segun la OMS (2002) alrededor del 90% de la poblacion de
los paises en desarrollo utiliza la medicina tradicional; por ejemplo, en paises
como Uganda, Tanzania, Rwanda, India, Etiopia, Chile y Colombia, la poblacién

gue utiliza este tipo de medicina oscila entre el 40% y 90% [3] [1].

Dentro de la medicina tradicional el uso de plantas es tal vez el mas sobresaliente,
puesto que en las plantas el hombre ha encontrado una amplia gama de
beneficios para su salud. Ademas del uso intuitivo y empirico que se le ha dado a
las plantas a través de la historia [4], en la actualidad, investigaciones cientificas
en todo el mundo han demostrado que los extractos de plantas tienen una
variedad de efectos farmacologicos, entre los que se incluyen: efectos
antiinflamatorios, vasodilatadores, antimicrobiales, anticonvulsionantes, sedantes y

antipiréticos [1].

Las propiedades farmacoldgicas de las plantas medicinales se atribuyen a
moléculas bioactivas presentes en todas sus estructuras (tallo, hojas, flores, frutos,
raiz y semillas), las cuales han evidenciado un efecto fisiolégico en muchas de las
poblaciones que las consumen; es por esto que el uso de estas plantas continta

siendo una parte muy arraigada de la cultura, historia y creencias de un pais [1].



En Colombia se encuentran entre 35.000 y 50.000 especies vegetales, y de ellas
aproximadamente 5.000 han sido utilizadas por los indigenas y campesinos para
combatir el amplio espectro de enfermedades a los que se ven expuestos. No
obstante, las plantas medicinales pueden resultar nocivas y peligrosas sino se
tiene un control adecuado sobre su consumo [5]. A pesar de las profundas
ventajas terapéuticas que poseen las plantas medicinales, algunos constituyentes
de las mismas han demostrado ser potencialmente téxicos, carcin0genos y
teratbgenos [6]. Se sabe que algunas sustancias quimicas presentes en las
plantas pueden ser bioactivadas y posiblemente son responsables de promover el

desarrollo de enfermedades, por ejemplo, el cancer [7] [8].

Las plantas medicinales de uso en Colombia pertenecen a 202 familias botanicas
[9], entre las cuales se encuentra la familia Malvaceae; esta familia posee 243
géneros y 4225 especies y Pavonia probablemente representa el género mas
grande de la familia Malvaceae, abarcando alrededor de 250 especies, de las
cuales aproximadamente 224 se reconocen para América [10] [11]. Una de estas
plantas es Pavonia sepioides, utilizada con fines medicinales en la region andina
Colombiana, pero de la cual no se han reportado estudios que corroboren sus
propiedades terapéuticas o su posible toxicidad. En este trabajo se evalud la
actividad biologica del extracto total de Pavonia sepioides, en linfocitos humanos
cultivados in vitro, con el propdsito de identificar algunas propiedades toxicoldgicas
de la planta; para ello se evalué su citotoxicidad mediante la prueba de indice

Mitético y su genotdxicidad mediante la prueba de Alteraciones Cromosomicas.



2. FORMULACION DEL PROBLEMA

Las plantas han sido la base de la medicina tradicional desde muchos afios atras y
seguirdn proporcionando a la humanidad nuevos medicamentos; sin embargo,
algunas de las propiedades terapéuticas atribuidas a las plantas han demostrado
ser errGneas [12], puesto que las plantas suelen contener mezclas complejas de
diferentes compuestos quimicos que incluyen: &acidos grasos, esteroles,
alcaloides, flavonoides, glicésidos, saponinas, taninos, terpenos, entre otros.
Cualquiera de los componentes mencionados puede tener actividad biologica en
humanos actuando individualmente, de forma aditiva o sinérgica [13]. Una sola
planta, por ejemplo, contiene sustancias amargas que estimulan la digestion,
compuestos anti-inflamatorios que reducen la hinchazén y el dolor, compuestos
fendlicos que actuan como antioxidantes, antimicéticos y antibacteriales, pero que
ademas han reportado toxicidad [12], es por esta razdn que debe tenerse en
cuenta la dosis a la que se estd expuesto cuando se desea tratar alguna
enfermedad, debido a que las estructuras quimicas de los componentes
presentes en los extractos pueden estar generando toxicidad en la célula [4], en
consecuencia, el uso descontrolado de plantas medicinales puede representar un
riesgo potencial para la salud.

En términos relativos, son pocos los paises que han desarrollado una politica de
control sobre la medicina tradicional y los sistemas nacionales de inspeccion para
controlar y valorar los efectos adversos de las plantas medicinales son escasos.
Por ello, a pesar de que muchas terapias de la medicina tradicional tienen un
potencial prometedor y se utilizan cada vez con mas frecuencia, muchas de ellas
no estan probadas y su uso no estd controlado. Como resultado, los
conocimientos sobre los posibles efectos secundarios son limitados [1]; este es el
caso de Pavonia sepioides, empleada con usos medicinales en la region andina,
principalmente en los departamentos del Huila, Narifio y Cauca [14], pero sin tener

el suficiente y adecuado conocimiento sobre su composicién, dosificacion y



posibles efectos adversos; por ejemplo, en el Cauca, en los municipios de El
Tambo y Argelia se encontré que de 60 personas encuestadas el 68,33% conocen
sobre los usos medicinales de esta planta (Figura 10), pero no sobre sus
propiedades toxicologicas. Es entonces de gran importancia realizar bioensayos
de citotoxicidad y genotdxicidad que permitan conocer los potenciales riesgos del

consumo de esta planta.

En esta investigacion se trata de resolver si: ¢El extracto etandlico total de las
hojas de Pavonia sepioides, tiene actividad citotoxica y/o genotoxica en linfocitos

humanos de sangre periférica cultivados in vitro?

Por lo tanto, en esta investigacion se sometieron a prueba las siguientes hipétesis:

Si el extracto de Pavonia sepioides (Malvaceae) tiene efecto citotdxico para los
linfocitos humanos de sangre periférica cultivados in vitro, entonces se espera que
el indice Mitotico de los cultivos tratados con el extracto se reduzca (H1), de lo
contrario, se espera que el IM permanezca semejante al control negativo no

tratado con el extracto (Ho).

Si el extracto de Pavonia sepioides (Malvaceae), tiene efecto genotoxico para los
linfocitos humanos de sangre periférica cultivados in vitro, entonces, al tratarlos
con tres concentraciones del extracto, se espera que Sse incremente
significativamente la frecuencia de alteraciones cromosomicas en los linfocitos
tratados, respecto al control negativo no tratado (H1), de lo contrario, la frecuencia
de alteraciones cromosémicas permanecera semejante al control negativo no
tratado (Ho).



3. JUSTIFICACION

En el mundo muchas especies vegetales han sido fuente de compuestos quimicos
bioactivos de los cuales se han desarrollado medicamentos [15] [16]; se sabe que
uno de cada cuatro medicamentos dispensados en las oficinas de farmacia de los
Estados Unidos, contiene extractos de plantas o principios activos derivados de
plantas superiores, y que al menos 119 sustancias quimicas consideradas como
medicamentos importantes actualmente en uso en varios paises, derivan de 90

especies de plantas [17].

Entonces, con la evidenciada importancia de las plantas en la salud humana y
teniendo en cuenta el aumento de la utilizacién de estas como parte de algunos
sistemas meédicos tradicionales, se ha incrementado también la necesidad de
producir evidencia cientifica sobre la seguridad y eficacia de los productos que
consumen empiricamente las personas de los paises en los cuales la medicina
tradicional estd muy arraigada. Esto es debido a que la mayor parte del material
vegetal medicinal utilizado tradicionalmente por la poblacién, no ha sido estudiado
en cuanto a su potencial toxico o mutagénico [18]. Teniendo en cuenta que los
agentes mutagénicos y carcinogénicos son omnipresentes en el entorno y
sabiendo que el dafio del ADN se produce en todo el ciclo de vida de un
organismo a causa de factores exdgenos y enddégenos [19], resulta pertinente
realizar bioensayos que arrojen resultados sobre la actividad Citotoxica y

Genotdxica de extractos vegetales.

En Colombia, al ser un pais muy diverso, tanto en cultura como en recursos
naturales, se ha utilizado las plantas como recurso para atender necesidades
primarias de salud. No obstante, los estudios cientificos sobre plantas medicinales
han sido escasos, por lo que resulta importante realizar investigaciones de este

tipo, que permitan informar a la poblacion colombiana y mundial, sobre algunas de



las propiedades toxicoldgicas que poseen las plantas que consumen en dichos

tratamientos alternativos.

Entonces, los ensayos de citotoxicidad y genotoxicidad se deberian realizar con
todas las plantas que la poblacion utiliza [20], para verificar los beneficios de
dichas plantas o conocer sus posibles perjuicios. Al ser Pavonia sepioides una de
las plantas empleadas como medicina tradicional en la region andina colombiana y
de la cual no se tienen reportes sobre su toxicidad, este trabajo aporta
conocimiento acerca de la actividad toxicologica del extracto de esta planta, en
cuanto a citotoxicidad y genotéxicidad generadas sobre los linfocitos humanos de
sangre periférica cultivados in vitro, y por lo tanto se podria determinar si las
moléculas biolégicamente activas presentes en esta especie, generan
inestabilidad genética y en consecuencia, se incremente la probabilidad de

desarrollo de enfermedades como el cancer.



4. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
< Evaluar, in vitro, la actividad citotoxica y genotdxica del extracto etandlico
total de Pavonia sepioides (Malvaceae), en linfocitos humanos de sangre

periférica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

% Obtener el extracto etandlico total de las hojas de Pavonia sepioides

(Malvaceae) a través de la extraccion continua solido-liquido (Soxhlet).

% Determinar la actividad citotoxica del extracto etandlico total de Pavonia
sepioides (Malvaceae) sobre linfocitos humanos cultivados in vitro,
mediante la prueba de indice Mitotico (IM).

« Determinar la actividad genotéxica de extracto etandlico total de Pavonia
sepioides (Malvaceae) sobre linfocitos humanos cultivados in vitro,

mediante la prueba de Alteraciones Cromosomicas (AC).



5. MARCO REFERENCIAL

51 DESCRIPCION DE LA PLANTA

5.1.1 Clasificacion taxondémicade la planta [21].

Nombre Cientifico: Pavonia sepioides
Nombre Comun: Cadillo

Reino: Plantae

Phylum: Magnoliophyta

Clase: Equisetopsida

Subclase: Magnoliidae

Super orden: Rosanae

Orden: Malvales

Familia: Malvaceae

Género: Pavonia

Epiteto Especifico: sepioides

Autor Epiteto Especffico: Fryxell & Krapov.
Determinador: Fryxell, P. A.

Fecha determinacion: 1995

Figura 1. Imagenes de Pavonia sepioides.



5.1.2 Morfologia de Pavonia sepioides. Fryxell & Krapov. El cadillo (Pavonia
sepioides) perteneciente a la familia Malvaceae, tiene habito subarbustivo (hierba),
posee ramas cilindricas pubérulas con tricomas fasciculados, en las cuales se
encuentran sus hojas verdes membranosas, de forma ovada, base redondeada,
apice agudo y margen aserrado, ubicadas en posicion alterna-espiral. La flor se
encuentra particularmente en inflorescencias axilares moénadas (flor solitaria),
tienen un pedunculo largo (3-6cm), son poco pubescentes, de color amarillo
intenso, con estambres libres monadelfos distribuidos a lo largo de un tubo largo y
glabro, en cuyo interior se encuentran los estilos (10 estilos) que llegan hasta el
ovario penta-locular (un évulo por léculo), posee tres aristas largas de 5mm

aproximadamente. El fruto es una capsula loculicida o un esquizocarpo [22].

5.1.3 Distribucion. Pavonia sepioides es una especie que se encuentra en
Suramérica, predominando entre los 1000-2000 msnm en paises como
Venezuela, Colombia, Ecuador, Peru y Bolivia. En Colombia esta planta es propia
de zonas de bosque hiumedo premontano, encontrandose con frecuencia en los
departamentos de Antioquia, Quindio, Huila, Narifio, Valle del Cauca y Cauca [21]
[23] [24].

oo Maicao
o O Coro

o
Venezuela Scledad O~ Santa \Ls:..o Caracy
[~}

Guyana
Colombia -~ Suriname Valledupa
RR AP

o/ v
o0 [ Marazaibo o °

Barquisimelo ~ Vaenca

Ecuador“ D .
AM A wa | ce A Apactado Cui:outa
Brasil Pl 1 vV s
AC Barrancabermeja
wo_ (Brazll)-—/5 o © ©OBucaramanga Vent
Perl mT BA A%, Medellin \
< T ¢
60 : e Sogamoso
Bolivia -]
MG i’e’g’a Bogota Tunja
e ~es Tuws o 9 by ’
Paraguay = sP ‘;J Densventaran -9, bague OV 1 <lo
Chil D  jews Colombia
» sc Cali .0
RS ]
Tumaco - Popayan
Uruguay R O Florencia

aslo
Argentina X o O OMocoa

Ecuador
Guayaquil

3O Cuenca

Figura 2. Distribuciéon de Pavonia sepioides. Fryxell & Krapov [23].



5.1.4 Usos Medicinales. Esta planta es empleada como tratamiento alternativo

para algunas molestias del sistema digestivo, tales como:

X Constipacion: Se maceran las hojas mezclandolas con agua y se toma

adicionando unas gotas de zumo limén (preferiblemente se tamiza).

X Colicos abdominales: se prepara una infusion con las hojas y flores; se

toma tibio.

También se utiliza como:

<> Expectorante: se prepara una decoccion de las hojas enagua y miel.

<> Tratamiento capilar: se maceran las hojas en agua hasta obtener una
mezcla espesa que se aplica sobre el cabello, mejorando asi su brillo e

hidratacion.

5.2 ANTECEDENTES

Las terapias que implican el uso de las plantas estan basadas en los hallazgos
empiricos de cientos y miles de afios. Los primeros registros fueron escritos en
tablillas de arcilla, utilizando la escritura cuneiforme de Mesopotamia que datan de
2600 aC. Entre las sustancias que se utilizaron se destacan los aceites de
Cupressus sempervirens (Ciprés), Glycyrrhiza glabra (regaliz) y de algunas
especies de Commiphora myrrha (mirra), los cuales son todavia usados para el
tratamiento de dolencias tales como: los resfriados, infecciones por parasitos e

inflamacion [12].
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Hoy en dia, el interés en la naturaleza como fuente de posibles farmacos esta
aumentando, debido a que los productos naturales y sus derivados representan
mas del 50% de todos los farmacos en uso clinico y las plantas superiores
constituyen al menos el 25% [12], es por ello que se ha implementado una gran
bateria de pruebas que permiten conocer o corroborar las propiedades

medicinales de diversas especies de plantas.

Entre estas pruebas se encuentran los ensayos citogenéticos y toxicologicos,
herramientas que se han empleado cada vez con mas frecuencia en todo el

mundo para el andlisis de plantas. De estos analisis son de destacar:

<> Aplicacion De Una Metodologia “In Vitro” Para Evaluar la Toxicidad de
Extractos Vegetales. Barbosa. H.J. Arias, D. (Colombia, 1995). En este estudio
se evalud el efecto de cinco extractos de plantas medicinales (Curatella
americana, Pentacalia vaccinoides, Thevetia neriifolia, Bidens pilosa, Viburnum
toronis) los cuales mostraron influencia sobre el ciclo celular de linfocitos aislados

de sangre periférica.

Se presentaron fenbmenos comunes en todos los extractos como la destruccién
celular, dependiente de la concentracion. Las malformaciones celulares y
cromosémicas, probablemente se deben a un efecto directo de las estructuras del
extracto sobre la condensacidn de la cromatina o una alteracién de los genes que

codifican para proteinas que intervienen en la condensacion de la cromatina [4].

X In vitro genotoxic evaluation of the medicinal plant Chenopodium
ambrosioides.L. Gadano, A. Gurni, A. Lépez, P. Ferraro, G. Carballo, M.
(Argentina, 2002). Los resultados obtenidos sugieren una fuerte interaccion entre
los principios activos del extracto acuoso y el ADN. Se demostrd que
Chenopodium ambrosioides induce dafio genético en las condiciones

experimentales ensayadas para ICHs, AC,IM [25].
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<> Genotoxicity and anti-genotoxicity of some traditional medicinal herbs.
Romero-Jiménez, M. Campos, J. Analla, M. Mufioz, A. Alonso, A. (Espafia,
2005). Todas las plantas evaluadas mostraron potencial antimutagénico contra
peréxido de hidrégeno, como oxidante genotéxico en Drosophila melanogaster.
Los resultados obtenidos para Matricaria chamomilla, Tilia cordata, Mentha.
piperita, Mentha pulegium, Uncaria tomentosa y Valeriana officinalis demostraron
que existen compuestos bioactivos presentes en los extractos; entre estos
compuestos se encuentran los fenoles, conocidos por su capacidad de eliminar

especies reactivas de oxigeno [7].

X Antigenotoxic role of Centella asiatica L. extract agains cyproterone
acetate induced genotoxic damage in cultured human Ilymphocytes.
Siddique, Y.H. Ara, G. Faisal, M. Ahmad, M. Afzal, M. (India, 2007). Los
resultados del estudio revelan que las dosis seleccionadas del extracto de la
planta, no presentaron genotoxicidad, pero si redujeron el dafio genotdxico del

acetato de cyproterone (CPA) en linfocitos humanos cultivados in vitro [8].

<> Cytotoxic and genotoxic effects of agueous extracts of five medicinal
plants on Allium cepa Linn. Akinboro, A. Bakare, A . (Nigeria, 2007). Los
resultados sugieren que los extractos de Azadirachta indica (A. Juss), Morinda
lucida (Benth.), Cymbopogoncitratus (DC Stapf.), Mangifera indica (Linn.) y Carica
papaya (Linn.) poseen actividad inhibitoria, mitodepresiva y turbagénica sobre el
crecimiento de las raices de Allium cepa, ademas alteran la divisién celular y el

comportamiento de los cromosomas de Allium cepa [6].

X Evaluation of the genotoxic and cytotoxic effects of crude extracts of
Cordia ecalyculata and Echinodorus grandiflorus. Da Silva, C.J. Kenupp, B.
J, Satie, C.T (Brazil, 2009). Segun los resultados obtenidos, se concluye que los

extractos crudos de Cordia ecalyculata y Echinodorus grandiflorus, no poseen
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efecto clastogénico o citotoxico en células de medula 6sea de raton (Mus

musculus) [26].

X Evaluation of anti-oxidative, genotoxic and antigenotoxic potency of
Codium tomentosum Stackhouse ethanolic extract in human lymphocytes in
vitro. Celikler, S. Vatan, O. Yildiz, G. Bilaloglu, R. (Turkia, 2009). La
citotoxicidad fue estadisticamente no significativa en cultivos de linfocitos
humanos. Lo que sugiere que el extracto etandlico de Codium tomentosum
Stackhouse presenta un bajo efecto citotéxico en linfocitos humanos cultivados in
vitro. La funcién antioxidante de las moléculas bioactivas del extracto etandlico de
Codium tomentosum Stackhouse (CTE), en la reduccion de clastogenicidad, se
debe posiblemente a la induccién de las enzimas de fase Il, tales como la
superdxido dismutasa y catalasa ademas de la interaccion de biomoléculas de

ADN con moléculas presentes en el extracto [27].

<o Estudio preliminar de la citotoxicidad y la genotoxicidad de un
extracto de origen vegetal conocido como palmo rosado en células
meristematicas de Allium cepa. Freyre, S. Estrada, M. Bolafios, H. (Colombia,
2009). Se encontré que variables como el crecimiento radicular, el indice mitético,
la morfologia radicular y la aparicion de alteraciones cromosomicas se ven
afectadas al exponer los meristemos radiculares de cebolla a la fraccién acuosa
del palmo rosado, por lo que se puede concluir que existe actividad citotoxica y
genotoxica de la fraccion acuosa del palmo rosado sobre meristemos de Allium
cepa [28].

X The genotoxic and antigenotoxic effects of Aloe vera leaf extract in
vivo and in vitro. Kayraldiz, A. Kocaman, A.Y. Renclizogullari, E. Istifli, E.
Hasan Basrilla. Topaktag, M. Daglioglu, Y. (Turkia, 2010). El extracto de las
hojas de Aloe vera muestra efecto genotdxico y citotdxico in vivo, in vitro, y en los

sistemas de prueba de Microsoma/Salmonela. El extracto de Aloe vera es capaz
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de incrementar los efectos mutagénicos de EC (Ethylcarbamate, urethane) y MMC
(Mitomicina C).Por consiguiente, se puede concluir que el extracto de Aloe vera es

un mutageno potencial [29].

X Genotoxic and antigenotoxic effects of Hemidesmus indicus root
extract in cultured lymphocytes. Ananthi, R. Chandra, N. Santhiya, S. T.
Ramesh, A. (India, 2010). Esta investigacion ha demostrado que el extracto
etandlico de Hemidesmus indicus puede inhibir la genotdxicidad del cisplatino a
bajas concentraciones, pero es altamente citotoxico y puede ser probablemente

genotoxico a altas concentraciones [30].

<> Toxicity of medicinal plants used in traditional medicine in Northern
Peru. Bussmann, R. W. Malca, G. Glenn, A. Sharon, D. Nilsen, B. Parris, B.
Dubose, D. Ruiz, D. Saleda, J. Martinez, M. Carillo, L. Walker, K. Kuhlman, A.
Townesmith, A. (Peru, 2011). En esta investigacion se evalu6 gran cantidad de
especies de plantas, entre ellas algunas pertenecientes a la familia Malvaceae.
Los resultados demostraron que mas del 75% de las especies estudiadas posee

cierto potencial citotéxico [20].

<> Assessment in vitro of cytogenetic and genotoxic effects of propolis
on human lymphocytes. Montoro, A. Soriano, J. M. Barquinero, J. F.
Almonacid, M. Verdu, G. Sahuquillo, V. Villaescusa, J. |. Sebastia, N. (Espafia,
2011). En este estudio hubo un incremento estadisticamente significativo de
intercambios de cromatides hermanas y Alteraciones CromosOmicas causado por
las altas concentraciones del extracto etandlico de propdleo, ademas, se observd
que las altas concentraciones del extracto reducen significativamente los valores

de indice Mitdtico e indice de proliferacion celular [31].
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<> Actividad antibacteriana y citotoxicidad in vivo de extractos etandlicos
de Bauhinia variegata L. (Fabaceae). Martinez, M. Ocampo, D. Galvis, J.
Valencia, A. (Colombia, 2011). La actividad citotéxica reportada se debe al efecto
sinérgico del conjunto de metabolitos secundarios presentes en la planta, tales
como alcaloides y terpenos. Explicando asi la toxicidad mostrada por la fraccion

de alcaloides totales [32].

X Genotoxicity assessment of Garcinia achachairu Rusby (Clusiaceae)
extract in mammalian cells in vivo. Marques, E. Silva, S. Niero, R. Andrade, S.
Rosa P. Perazzo, F. Maistro, E. (Brazil, 2012). Los resultados muestran que,
bajo las condiciones experimentales de este estudio, el extracto de las semillas de
Garcinia achachairu no presenta efecto genotéxico o clastogénico en celulas de

medula 6sea de ratdn, incluso teniendo en cuenta las altas dosis probadas [33].

5.3 PRUEBA DE CITOTOXICIDAD

5.3.1 indice Mit6tico. El indice mitético es considerado como biomarcador de

citotoxicidad [34], que permite determinar si una sustancia tiene efecto bloqueador
premitoético (si el IM decrece) é mitético (si el IM aumenta). El indice mitético es la
proporcion o frecuencia relativa de células en mitosis de la poblacion celular

analizada [35]. Se calcula mediante la férmula:

IM (%)= (nimero de células en mitosis / total de células) * 100

En este estudio, el indice mitético es la proporcién de células en metafase entre un

total de 1000 células contadas por cultivo [36].
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5.4 PRUEBA DE GENOTOXICIDAD

5.4.1 Alteraciones Cromosdmicas. Consisten en el exceso o deficiencia en la
cantidad de material genético, ya sea por el cambio en el nimero de cromosomas
0 en su estructura (deleciones, duplicaciones y rearreglos) [37] [38]. La mayor
parte de las alteraciones cromosOmicas observadas en las células son letales,
pero existen muchas alteraciones que son viables y pueden causar efectos
genéticos, ya sean somaticos o heredados [8] [39]. Son la consecuencia biolégica
de la exposicion humana a agentes genotéxicos (quimicos o fisicos) [40] [41]. Su
uso, en ensayos in vitro, ha sido durante mucho tiempo parte de la bateria de
pruebas de genotéxicidad, debido a que es muy sensible y permite detectar
exposicibn a mutdgenos y carcinbgenos que pueden producir inestabilidad
genética [31] [42] [43].

En este estudio se hizo seguimiento principalmente a alteraciones cromatidicas,

cromosoémicas Yy rearreglos como: anillos, dicéntricos, cuadrirradios y trirradios.

5.5 LINFOCITOS HUMANOS DE SANGRE PERIFERICA COMO MODELO
BIOLOGICO

Los linfocitos humanos son un subgrupo de células sanguineas. Estos se
encuentran circulando en la sangre y permanecen extravascularmente en los
organos, en el torrente linfatico y principalmente en los 6rganos linfaticos, nudos
linfaticos y el bazo. Normalmente, los linfocitos se encuentran en estado GO
(estado de no division) y tienen un promedio de vida en circulacion de meses y
afos, pudiendo asi acumular dafios por exposicién a agentes genotoxicos. Si los
linfocitos son inducidos a entrar en el ciclo de division celular por medio de un
estimulo inmunolégico con el antigeno hemaglutinina, la sintesis de proteinas se
incrementa aumentando el volumen celular debido a la entrada en la etapa G1 de
la division [44] [45].
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Este conocimiento a convertido a los linfocitos en un sistema centinela para el
estudio del ciclo de division celular y del proceso de replicacion de ADN,
permitiendo investigar el efecto que pueden ejercer ciertos toxicos ambientales
sobre el funcionamiento normal de la célula (citotoxicidad) 6 sobre su material

genético (genotdxicidad), ya sea in vitro 6 in vivo [44] [46].

5.6 METODO DE EXTRACCION

5.6.1 Extracto etandlico. Mezcla de compuestos secundarios obtenido después

de exponer tejidos vegetales al etanol [47].

5.6.2 Extraccion continda soélido-liquido (Soxhlet). Es un método de
extraccion continuo que se utiliza para materiales sélidos. Consiste en colocar el
material a extraer, previamente molido y pesado, en un cartucho de celulosa que
se introduce en la cAmara de extraccion conectada, por una parte, a un balén de
destilacién y por otra, a un refrigerante. El disolvente contenido en el balon se
calienta a ebullicion, el vapor asciende por el tubo lateral y se condensa en el
refrigerante, cayendo sobre el material. Cuando alcanza el nivel conveniente
sifona por el tubo regresando al balon. El proceso se repite hasta conseguir el
agotamiento deseado del material (figura 3) [48] [49].
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Figura 3. Montaje del método de extraccion Soxhlet [48].

5.6.3 Rota-evaporaciéon. Proceso mediante el cual un extracto es concentrado al
vacio en un rota-evaporador (figura 4). Este proceso permite retirar el disolvente

del extracto [49] [50].
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1 To vacuum pump 7 Heating tape

2 Outlet stopcock 8 Rotovap

3 Distillate receiver 9 Control dial

4 Liguid nitrogen cold trap 10 Distillation flask
5 Inlet stopcock 11 Thermometer
6 Pressure gauge 12 Heated oil bath

Figura 4. Rota-evaporador [51].

5.7 CARACTERISTICAS FITOQUIMICAS DE Pavonia sepioides.

El uso de plantas medicinales estd basado en conocimientos empiricos de las
poblaciones que las consumen y sus propiedades farmacoldgicas han sido, desde
siempre, muy apreciadas por las personas, aun cuando no se tenia claro el porquée
de dichas propiedades; actualmente se sabe que las propiedades medicinales de
las plantas son responsabilidad de algunos grupos de sustancias de diversa
composicion quimica conocidas como metabolitos secundarios, o sea, productos
de procesos resultantes de la asimilacion de nitrogeno [52]. Estos metabolitos son
compuestos quimicos de estructura relativamente compleja, distribucion

restringida y caracteristicos de fuentes botanicas especificas [53].
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Los metabolitos secundarios que se encuentran presentes en la plantas se
agrupan en tres grandes grupos con base a su origen biosintético: compuestos
fendlicos (taninos, fitoestrégenos y cumarinas); compuestos nitrogenados
(alcaloides, glicosidos cianogenéticos, glucosinolatos, aminoacidos tdxicos,
lectinas e inhibidores de la proteasas); y terpeno (lactonas sesquiterpenicas,
glicésidos cardiacos, saponinas); ademas de hidrocarburos poliacetilenicos vy

oxalatos.

Para el extracto total de Pavonia sepioides, el tamizaje fitoquimico resulté positivo

para flavonoides, cumarinas, cardiotonicos, triterpenos y esteroides [14].

<> Flavonoides: son un sustancias de bajo peso molecular que poseen un
esqueleto carbonado Ce-C3-Cé [54], pertenecientes a los compuestos polifendlicos
de origen vegetal; estos representan un grupo muy heterogéneo donde su

estructura y funcién estan estrechamente relacionadas [55].

Los flavonoides han mostrado actividad bioldgica interesante tal como
antioxidante, antiviral, antifungal, anticancerosa, antiangiogenico y actividad
inflamatoria [56] [57] [58] [59].

Figura 5. Estructura basica de los flavonoides [60] [61].

En la figura 5 puede observarse que, de manera general, son moléculas que

tienen dos anillos bencénicos (6 arométicos, para los quimicos organicos) unidos a
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traves de una cadena de tres atomos de carbono. Puesto que cada anillo
bencénico tiene 6 atomos de carbono, los autores los denominan simplemente

como compuestos C6C3Cs [60].

En funcion del grado de saturacion y de la apertura o no del anillo central pirano,
los flavonoides se clasifican en flavanoles, flavonas, isoflavonas, antocianidinas,

chalconas, flavanonas y flavonoles (Figura 6) [60] [61].

Flavanol Flavona . Isoflavona
(Flavan-3-ol} ™= ]|/ Ej
PP B T (A7 1
JH J“l\ C L N o
o T [ 1=
Antocianidina Chalcona [ =
- lB | o OH "#f'
f‘;#m-‘-'.- Ay, K‘H‘"’J ] B HI { -
la] cj\ A
T T OH r
0
Flavanona =, Flavonol
A DT|F] [Fla'l. on- 3- ol} | B 1
“ *i_(’,_.al I Jl ( l[
;L !

Figura 6. Clasificacion de flavonoides [60] [61].

<> Cumarinas: Estructuralmente son lactonas aromaticas [62], derivadas de la
lactona del acido O-hidroxi-cinamico [54] [61]. Se encuentran ampliamente
distribuidas en las plantas, presentdndose a menudo como mezclas, en forma libre
o como glicésidos [63], la estructura de la cumarina consiste en un anillo aroméatico
unido a un anillo de lactona condensado [64], mas concretamente son Benzo-a-

pironas (CeC3) [65] [66],la estructura basica se muestra en la figura 7 [67].
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Figura 7. Estructura basica de las cumarinas [67].

Se ha reportado que estos compuestos exponen propiedades antioxidantes,
analgésicas, antiinflamatorias, antimutagénicas [64], antitrombatico,

antimicrobiano, antiviral [59].

X Terpenos: Son hidrocarburos complejos de bajo peso molecular, estan
ampliamente distribuidos en el reino vegetal [61]. La mayoria de las plantas los
acumulan en sus tejidos o los liberan en el ambiente [68], su frecuencia y
abundancia esta intimamente ligada a factores genéticos y climaticos de la planta,
es decir los terpenos constituyen un sistema defensivo crucial para la

supervivencia de las especies vegetales [69] [68], pueden encontrarse solos o

formando glicésidos.
La unidad fundamental que define estas estructuras contiene cinco atomos de

carbono y se la conoce como isopreno (Figura 8) [69]. Los terpenos se clasifican

segun el nimero de dimeros de isopreno que forman su estructura.

HsC CH,

H,C

Figura 8. Estructura del isopreno [70].
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<> Esteroides cardiotonicos: Se encuentran principalmente en las hojas de
de algunas plantas; los cardioténicos son sustancias constituidas de una porcién
esteroide, una porcion glicosidica y un anillo de y-lactona a,R-insaturada o 6-
lactona-a,R-insaturada, que actlan sobre el musculo cardiaco y por tanto se
utilizan como medicamentos contra la insuficiencia cardiaca. La figura 9 muestra la
estructura estereoquimica general de los cardiotonicos [71] [72].

O

RO

Figura 9. Estructura general de cardiotonicos [71].
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6. MARCO METODOLOGICO

Esta investigacion estd enfocada en generar informacion acerca de la actividad
biolégica del extracto de Pavonia sepioides, una planta medicinal utilizada en la
region andina colombiana. La evaluacion del efecto citotoxico y genotoxico del
extracto sobre linfocitos humanos cultivados in vitro, se realiz6 en el Laboratorio
de Toxicologia Genética y Citogenética de la Universidad del Cauca, mediante

investigacion experimental con disefio de bloques aleatorizados.

6.1 ENCUESTA ETNOBOTANICA SOBRE Pavonia sepioides.

Para determinar si las personas conocen las propiedades medicinales de la planta
se realiz6 entrevistas a 60 habitantes de la zona rural de dos municipios del

Cauca: El Tambo y Argelia.

La definicion de la muestra de personas entrevistadas, no fue al azar, por lo que
se hizo un muestreo no probabilistico, intencional con informantes estratégicos y
con disposicion a colaborar. En total se hicieron 60 encuestas por medio de un

cuestionario (Ficha etnobotanica) (Anexo 1).

M Desconoce

Ll Conoce

Figura 10. Porcentaje de personas encuestadas que conocen y desconocen los

usos medicinales de Pavonia sepioides.
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6.2 OBTENCION DEL EXTRACTO

La identificacion botanica del ejemplar recolectado en la ciudad de Popayan fue
realizada por el Doctor Bernardo Ramirez, Director del Herbario de la Universidad

del Cauca, ubicado en el Museo de Historia Natural.

Sitio de recoleccion: Popayan, vereda Belén, 1850 msnm.

Cadigo de referencia en el herbario: 01 (CAUP).

Se recolecta 1 Kg de hojas de la planta, que posteriormente se seca y macera; se
procede a extraer los analitos de la planta por medio del método de extraccion
Soxhlet [48]. El extracto etandlico obtenido, se rota-evapora con fin de eliminar la
mayor parte del disolvente (etanol). Una vez extraidos los analitos, el extracto se

diluye en agua y se esteriliza (filtracion) en camara de flujo laminar.

Para encontrar la concentracién de la solucion, se toma 1mL del extracto y se
seca a 39°C, determinando asi la cantidad de solutos presentes en la muestra
(concentracion en mg/mL). Mas adelante se realiza una dilucion seriada del
extracto (factor de dilucion %2), con el fin de preparar las soluciones de trabajo
(Tabla 1).

El extracto total de la planta se conservo, protegido de la luz, aire y humedad,

refrigerado a 4° C, pues la temperatura baja reduce la degradacion de los

productos naturales bioactivos [12].
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Tabla 1. Concentracién de las soluciones de trabajo del extracto etandlico total de
Pavonia sepioides empleadas para elegir las concentraciones alta, media y baja

utilizadas en la prueba de citotoxicidad y genotoxicidad.

CONCENTRACION DE LAS
CONCETRACION FINAL
SOLUCIONES
EN EL MEDIO (mg/mL)*
DE TRABAJO (mg/mL)
2,63 0,105
1,32 0,053
0,66 0,026
0,33 0,013
0,16 0,006
0,08 0,003
0,04 0,002
0,02 0,001

*0,2mL de la solucion de trabajo se agrega a cada cultivo de 5mL.

6.3 CULTIVO DE LINFOCITOS HUMANOS DE SANGRE PERIFERICA

6.3.1 Obtencion de la muestra de sangre. La muestra de sangre periférica se
extrae de un donante sano, que no esté expuesto a farmacos quimioterapéuticos,
drogas psicoactivas, cigarrillo y que no presente antecedentes de enfermedades

como cancer, puesto que los resultados podrian verse influenciados.
Cada muestra de sangre necesaria para esta investigacion, se extrajo en jeringas

estériles de 5mL con 0,2mL de Heparina (Ilvenex # 33-10); estas fueron tomadas

con normas de bioseguridad, por personal capacitado [44].
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6.3.2 Siembra de linfocitos humanos. En tubos de cultivo estériles de 15mL, se
adicionan 4,5mL de medio RPMI 1690 (Sigma, R-8758) suplementado con
penicilina-estreptomicina (Sigma, A-5955) (1%), suero bovino fetal (Sigma, F-
2442) (10%) y L-glutamina (Sigma, G-7513) (1%). Posteriormente se adicionan 8
gotas de sangre (0,5mL) y finalmente se agrega Fitohemaglutinina (Sigma, L-
8754) (2%). Los cultivos se incuban a 37°C, durante 72h [44].

6.3.3 Tratamiento de los cultivos. A las 48 horas de iniciada la siembra se
aplican los cinco tratamientos, agregando 0,2 mL de cada concentracion del
extracto (0,66mg/mL, 1,32mg/mL, 2,63 mg/mL), 0,2 mL agua estéril y 0,2 mL MMC

a los cultivos correspondientes. Se continda con el proceso de incubacion.

6.3.4 Cosecha de linfocitos humanos. A las 70 horas de iniciada la siembra se
agrega 0,1 ml de Colcemid (Sigma, C-9754) (10ug/mL) a cada cultivo; terminadas
las 72 horas de incubacién, los cultivos se centrifugan a 1200 rpm durante 7
minutos y se descarta el sobrenadante. Se adicionan 6mL de solucién Hipoténica
de cloruro de potasio (0,075M), y se incuba a 37°C por 28 minutos. Se realiza una
prefijacion agregando 2 ml de Carnoy (Acido acético y metanol 1:3) y se centrifuga
por 7 minutos a 1200 rpm. Se descarta el sobrenadante y se adicionan 5mL de
fijador Carnoy (frio), se refrigera por 20 minutos y el procedimiento de fijacién se

repite 2 veces mas (sin refrigeracion) [44].

6.3.5 Preparacion de los extendidos celulares. Tomando una placa fria y
humedecida con &cido acético al 60%, se dejan caer 8 gotas de la suspension
celular concentrada, en diferentes lugares de la placa, usando una pipeta Pasteur.
Posteriormente se colocan las placas en un plato caliente a 45°C, para mejorar el
extendido celular [44].
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6.3.6 Coloracion directa con giemsa. La coloracion se realiza con giemsa al
10%; esta se prepara con 6mL de colorante y 54mL de agua, que son filtrados y
vertidos en un coplin. Se ubica una placa en posicion vertical dentro del coplin por
5 minutos. Esta operacioén se repite para ajustar el tiempo de coloracién hasta que

sea la correcta [44].

6.4 PROTOCOLOS EXPERIMENTALES

6.4.1 Analisis previo de indice Mitético para elegir las concentraciones alta,
media y baja del extracto. Mediante la prueba de IM para las ocho
concentraciones del extracto (tabla 1), se identifican las concentraciones alta,

media y baja necesarias para realizar el analisis de citotoxicidad y genotéxicidad.

6.4.2 Prueba de citotoxicidad. Se emplea el biomarcador indice Mitotico, para
determinar las alteraciones generadas por el extracto etandlico total de Pavonia
sepioides en el ciclo normal de division celular de linfocitos humanos de sangre

periférica cultivados in vitro.

A las 48h después de la siembra, se adicionan las soluciones de trabajo del
extracto de Pavonia sepioides (concentracion baja, media, alta), a razon de 0,2mL
por cultivo, de tal manera que la concentracion final en el medio este con un factor
de dilucion 2/50 (0,2mL/5mL). Se incluye un control negativo tratado con 0,2mL
de agua estéril y un control positivo tratado con 0,2 mL de MMC (0,025 mg/mL),

posteriormente se agrega el Colcemid a las 70h y se cosecha a las 72h.

Incubacion (37°C) >
S TTO COL cO
Oh 48h 70h 72h
S Siembra TTO: Tratamiento COL: Colcemid C0Q: Cosecha

Figura 11. Protocolo experimental para la prueba de citotoxicidad.
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6.4.3 Prueba de genotdxicidad. Para identificar el efecto del extracto etandlico
total de Pavonia sepioides sobre el material genético, en esta investigacion se
utiliza como biomarcador de genotoxicidad la prueba de alteraciones

cromosoémicas.

El tratamiento se aplica a las 48h después de realizada la siembra, adicionando a
cada cultivo 0,2mL de las soluciones de trabajo respectivas: concentracion baja
(0,66mg/mL), media (1,32mg/mL) y alta (2,63 mg/mL) del extracto de Pavonia
sepioides; se incluye el control negativo tratado con 0,2mL de agua estéril y el
control positivo tratado con 0,2mL de Mitomicina C (0,25mg/mL), posteriormente

se agrega el Colcemid a las 70h y se cosecha a las 72h.

Incubacion (37°C) >
S TTO COL CO
Oh 48h 70h 72h
5 Siembra TTO: Tratamiento COL: Colcemid CO: Cosecha

Figura 12. Protocolo experimental para la prueba de genotéxicidad.

6.5 ANALISIS ESTADISTICO

6.5.1 Tipo de estudio. Este estudio es de tipo experimental, in vitro, cuya
finalidad es identificar la relacion causal o de dependencia entre la exposicion de
linfocitos humanos al extracto etandlico total de Pavonia sepioides y la
citotoxicidad (IM) y genotéxicidad (AC) generadas. En esta investigacion se aplica
un disefio de bloques completos aleatorizados. El bloque es cada uno de los tres
experimentos que se hicieron en tres semanas diferentes. Dentro de cada

experimento (bloque), se aplicaron los tratamientos por duplicado.
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Para evitar la variabilidad en los resultados, en esta investigacion seseleccioné un
donante sano de 22 afios de edad, y su sangre fue empleada en todos los

experimentos de la investigacion.

6.5.2 Variables:

Tabla 2. Identificacién de las variables de la investigacion.

TIPO

VARIABLE FORMADE | ESCALADE | RELACION EN
REGISTRO MEDIDA EL PROBLEMA

Tratamientos (control negativo,
concentraciones del extracto, Cualitativa Ordinal Independiente
control positivo)

Indice mitético (IM) Cuantitativa Continua Dependiente

Alteraciones Cromosdmicas (AC) | Cuantitativa Discreta Dependiente

6.5.3 Prueba de citotoxicidad (IM). Cada experimento (bloque) comprendi6
cinco (5) tratamientos: tres concentraciones del extracto de Pavonia sepioides
(alta, media y baja), un control negativo (Agua estéril) y un control positivo
(Mitomicina C). Cada tratamiento se evalué por duplicado, para un total de 10
cultivos por experimento, es decir 30 cultivos en tres repeticiones del experimento,

con lo cual se registraron 6 datos, por cada tratamiento.

En cada cultivo o réplica del tratamiento, se analizaron 1000 células y el indice

mitotico se registré como:

IM (%) = N° de células en metafase x 100
1000 células
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6.5.4 Prueba de genotoxicidad (AC). Cada experimento comprendié cinco (5)
tratamientos: un control negativo (Agua estéril), tres concentraciones del extracto
etandlico total de Pavonia sepioides y un control positivo (Mitomicina C), cada uno
por duplicado, para un total de 10 cultivos por experimento, es decir 30 cultivos en

tres repeticiones del experimento. En total se registraron 6 datos por tratamiento.

En cada cultivo o réplica del tratamiento se analizaron 100 células en metafase y
se registro la frecuencia de alteraciones cromosomicas (AC), como el nimero de
AC en 100 células (N° de AC/100 celulas).

6.5.5 Pruebas estadisticas. En esta investigacion los datos obtenidos de la
prueba de indice mitdtico y alteraciones cromosémicas fueron tabulados y
analizados mediante el programa SPSS15.0. Se realizdé un andlisis preliminar, que
incluyé estadistica descriptiva y prueba de bondad de ajuste a la curva normal
(test de Shapiro Wilk). Como los datos de IM/AC no se ajustaron a la distribucion
normal (S-W: P< 0.05), se emple6 la prueba de Kruskal Wallis para la
comparacion global de los tratamientos, complementada con la prueba U de Mann

Whitney para compararlos por parejas.
Ademas se realizo andlisis de asociacion entre las concentraciones del extracto y

cada uno de los biomarcadores (IM, AC); con el fin de identificar la férmula de

regresion que relaciona dichas variables.
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7. RESULTADOS

7.1 ANALISIS PREVIO DE INDICE MITOTICO PARA ELEGIR LAS
CONCENTRACIONES ALTA, MEDIA Y BAJA DEL EXTRACTO DE Pavonia

sepioides

Mediante el analisis del indice Mitotico de diez tratamientos: ocho concentraciones
del extracto de Pavonia sepioides, un control negativo (Agua estéril) y un control
positivo (MMC 0,025 mg/mL); se identificé las concentraciones de trabajo (Alta,
Media y Baja) empleadas en la prueba de citotoxicidad y genotdxicidad. En la tabla
3 se muestran los resultados del indice Mitdtico registrado como Promedio + Error

Estandar, calculado con base en dos replicas por tratamiento.

La figura 13 muestra la asociacion negativa (R= -0,869), significativa
estadisticamente (P=0,0001), entre las concentraciones del extracto de Pavonia

sepioides y el porcentaje de indice mitético.

A partir de las concentraciones de las ocho (8) concentraciones del extracto
etandlico total de Pavonia sepioides evaluadas mediante la prueba de Indice
Mitotico, se identificaron las tres concentraciones del extracto necesarias para
realizar la prueba de Citotoxicidad y Genotoxicidad. Estas concentraciones fueron:
0,66mg/mL como concentracion baja; 1,32mg/mL como concentracion media y
2,63mg/mL como concentracion alta; ya que redujeron el indice mitético a un 75-
80%, 50-60% y 30-40% respectivamente, en comparacién al control negativo
(Tabla 3).
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Tabla 3. Promedio de indice Mitdtico obtenido al tratar los linfocitos humanos

cultivados in vitro con ocho concentraciones del extracto de Pavonia sepioides, un

control negativo (Agua Estéril) y un control positivo (MMC).

Tratamientos Promedio de IM (%) + Error estandar

Control Negativo

Agua estéril 5,95 + 0,200
Concentraciones del extracto
(P. sepioides)mg/mL
0,02 5,50 £ 0,300
0,04 5,20 £ 0,300
0,08 4,88 + 0,575
0,16 533+0,375
0,33 4,68 £ 0,325
0,66 4,55 + 0,250
1,32 3,380,275
2,63 2,63 +£ 0,025
Control Positivo (MMC)
0,025 mg/mL 2,05+ 0,250
P =0,006

MMC: Mitomicina C; IM (%): Porcentaje del Indice mitdtico.

P: nivel de significancia calculado mediante la prueba no paramétrica d e Kruskal-Wallis.
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Porcentaje de indice Mitético

7.00 ) Observed

— Quadratic

6.00-

5.004
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3.004

2.00 | 1 1 ! | | 1
0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00

Concentraciones del Extracto de P. sepioides

Figura 13. Curva de mejor ajuste que explica la asociaciébn entre las

concentraciones del extracto de Pavonia sepioides y el indice mitdtico, en

linfocitos humanos cultivados in vitro.

7.2 PRUEBA DE CITOTOXICIDAD

El extracto etandlico total de Pavonia sepioides present6é actividad citotdxica en
linfocitos humanos cultivados in vitro. En la tabla 4 se muestra el indice Mitético
promedio + Error Estandar, calculado con base a los 6 datos registrados en 3
repeticiones del experimento; cada experimento consistié en cinco tratamientos:
tres concentraciones del extracto (baja, media, alta), un control negativo (agua

estéril), y un control positivo (MMC).
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Tabla 4. Promedio de indice mitotico obtenido al tratar los linfocitos humanos de
sangre periférica, cultivados in vitro con tres concentraciones del extracto de

Pavonia sepioides, un control negativo (Agua Estéril) y un control positivo (MMC).

Tratamientos Promedio de IM (%) = Error Estandar

Control Negativo
Agua estéril 5,16 £ 0,385

Concentraciones del extracto

(P. sepioides)

Baja (0,66 mg/mL) 4,23+0,174
Media (1,32 mg/mL) 3,80+0,311*
Alta (2,63 mg/mL) 3,50 + 0,344*

Control Positivo (MMC)
0,025 mg/mL 1,83 +0,516*
P =0,001

MMC: Mitomicina C; IM (%): Porcentaje del Indice mitético.
P: nivel de significancia calculado mediante la prueba no paramétrica de Kruskal -Wallis.
* Tratamientos que difieren significativamente respecto al Control Negativo, determinado mediante

la prueba de comparaciones por parejas U de Mann-Whitney.

Con los datos obtenidos en la prueba de citotoxicidad, se realizO una comparacion
global de los cinco tratamientos (control negativo (Agua Estéril), control positivo
(MMC) y tres concentraciones del extracto de P. sepioides) mediante la prueba de
Kruskal Wallis, identificando diferencia significativa estadisticamente (P 0,001)
entre los indices Mitéticos (%) de los cinco tratamientos. Mediante la prueba de
comparacion por parejas U de Mann Whitney, se identificaron los tratamientos que
difieren significativamente del control negativo. El indice mitético promedio

correspondiente a la concentracion baja (0,66 mg/mL) no difiere del control
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negativo (agua estéril). El indice mitdtico promedio de las concentraciones media
(1,32 mg/mL) y alta (2,63 mg/mL), difieren significativamente del control negativo
(agua estéril), confirmando su efecto citotoxico dependiente de la dosis. Sin

embargo, la citotoxicidad no es tan alta como la registrada en el control positivo.

Para identificar la relacion dosis-respuesta entre las concentraciones del extracto
de Pavonia. sepioides y los porcentajes de indice Mitotico, se realizo la prueba de
correlacion de Spearman y se identificO una asociacién negativa (R= -0,653)
estadisticamente significativa (P= 0,001) entre el Iindice Mitético y las
concentraciones del extracto, es decir, que el incremento en las concentraciones
del extracto de P. sepioides disminuye el indice Mitético en forma significativa
(P=0,001).

En la figura 14 se muestra la curva de mejor ajuste, significativa estadisticamente
P= 0,002), que describe una asociacion cuadratica entre las concentraciones del
extracto y el IM (%).

La relacion de tipo cuadratica esta dada por la siguiente ecuacion: IM (%) = 5,132
- 1,485 * [extracto mg/mL] + 0,33 * [extracto mg/mL]>. El coeficiente de
determinacién R?=0,441, permite inferir que la variabilidad observada en el indice
Mitético (%) depende en un 44,1 % de la variacidén en las concentraciones del

extracto.

36



indice Mittico (%)
7

0
6«
8
‘0
S N o
[+
L o
},
4. [ I >
=q_
o "__"——_
o ~"B”
o
34 o
P=0.001
24 0
0 QObservada
1 o Cuadratico
-5 0,0 ) 1,0 15 20 25 3,0

Concentracion de P. sepioides (mg/ml)

IM{%)=5.132- 1.485 * [mg/ml] + 0.33 * [mg/ml)?

Figura 14. Curva de mejor ajuste que explica la asociacién entre las
concentraciones del extracto de Pavonia sepioides y el indice mitdtico, en

linfocitos humanos cultivados in vitro.

7.3 PRUEBA DE GENOTOXICIDAD

El extracto etandlico total de Pavonia sepioides, presento actividad genotoxica en
linfocitos humanos cultivados in vitro (figura 17 y 18). En la tabla 5 se muestra el
namero promedio + error estandar de alteraciones cromosomicas (Roturas
CromosOmicas, Roturas Cromatidicas y Alteraciones Totales), calculado con base
a 6 datos por tratamiento registrados en 3 repeticiones del experimento; cada

experimento incluyd cinco tratamientos: tres concentraciones del extracto, control
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negativo (Agua Estéril), control positivo (MMC). En cada experimento, los

tratamientos se evaluaron con réplica.

Con los datos obtenidos en la prueba de Genotéxicidad, se realizd una
comparacion global de los cinco tratamientos: control negativo (Agua Estéril),
control positivo (MMC) y tres concentraciones del extracto de P. sepioides.
Mediante la prueba de Kruskal Wallis se identific6 diferencia significativa
estadisticamente entre los promedios de alteraciones cromosoémicas de los

tratamientos (Tabla 5).

Mediante la prueba de comparacion por parejas “U de Mann Whitney”, se identifica
a los tratamientos que difieren significativamente respecto del control negativo;
estos son: (i) la concentracion media del extracto (1,32 mg/mL) que incrementd la
frecuencia de quiebres tipo cromatidico y el total de AC/100 células; (i) la
concentracion alta del extracto (2,63 mg/mL) que incrementd significativamente el
namero total de AC, y (iii) el control positivo (MMC 0,025 mg/mL), que increment6
significativamente el nimero de rupturas cromatidicas, el nimero de rupturas

cromosomicas y el total de AC (Tabla 5).

Ademas, es conveniente resaltar; que el incremento significativo del dafio
cromosoémico, respecto al control negativo, no es igual para todos los tratamientos,
asi:

Para la concentracién media del extracto (1,32 mg/mL), la frecuencia de rupturas
cromatidicas es mayor que las rupturas cromosémicas y son las mas influyentes

en el resultado de ACtotales/100 células.
En la concentracién alta (2,63 mg/mL) la frecuencia de rupturas cromosomicas es

mayor a la frecuencia de rupturas cromatidicas, pero por si solas no son

significativas respecto al control negativo, sin embargo, su suma (ACtotales/100
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células) sialcanza un promedio que es significativamente mayor que el reportado

en el control negativo.

El control positivo es un buen inductor de rupturas cromatidicas y cromosémicas,
por lo tanto sus promedios y su suma (ACtotales/100 células) difieren

significativamente del registrado en el control negativo.

Para identificar la relacion dosis-respuesta entre las concentraciones del extracto y
el promedio de alteraciones cromosomicas totales, se realiz6 la prueba de
correlacion de Spearman. Se identificé asociacion positiva (R= 0,659), significativa
estadisticamente (P= 0,0001), entre los promedios de alteraciones cromosémicas

totales y las concentraciones del extracto de P. sepioides.

Mediante andlisis de curva de mejor ajuste, se identificé una asociacion cuadratica
positiva significativa estadisticamente (P= 0,015), que describe la relacién entre
las concentraciones del extracto y las alteraciones cromosomicas totales (figura
15).
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Tabla 5. NUmero promedio de Alteraciones Cromosémicas/100 células, obtenido
al tratar los linfocitos humanos de sangre periférica cultivados in vitro, con tres

concentraciones del extracto de Pavonia sepioides, un control negativo (Agua
Estéril) y un control positivo (MMC).

N° promedio de alteraciones

. cromosomicas/100 células = Error estandar**
Tratamientos

Roturas Roturas Total AC/100
Cromatidicas Cromosémicas células
Control Negativo
Agua estéril 0,00 £ 0,000 0,00 £ 0,000 0,00 £ 0,000
Concentraciones del
extracto (P. sepioides)

Baja (0,66 mg/mL) 0,00 £ 0,000 1,00 + 0,683 1,00 + 0,683
Media (1,32 mg/mL) 1,33+0,211* 0,67 +0,422 1,83+0,477*
Alta (2,63 mg/mL) 0,67 £0,333 1,67 +0,803 2,33+ 0,760*

Control Positivo (MMC)

3,00 £ 0,447* 2,83 +£0,749* 5,83 +0,872*
0,025 mg/mL

P =0,0001 P =0,045 P =0,001

MMC: Mitomicina C; AC: Alteraciones cromosémicas/100 células.

P: nivel de significancia calculado mediante la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis.

*: Tratamientos que difieren significativamente respecto al Control Negativo, determinado mediante
la prueba de comparaciones por parejas U de Mann-Whitney.

**: Promedio del resultado de seis datos por tratamiento.
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Figura 15. Curva de mejor ajuste que explica la asociacion entre las
concentraciones del extracto de Pavonia sepioides y las alteraciones
cromosoOmicas totales, en linfocitos humanos de sangre periférica cultivados in

vitro.

La relacion de tipo cuadratica esta dada por la siguiente ecuacion: AC totales = -
0,018 + 1,857 * [extracto mg/mL] - 0,365 * [extracto mg/mL]>. El coeficiente de
determinacion R?=0,329 permite inferir que la variabilidad observada entre los
promedios de alteraciones cromosomicas totales, depende en un 32,9 % de la

variacion en las concentraciones del extracto de Pavonia sepioides.
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Figura 16. Imagen de metafase normal, Microscopio Nikon (100X).
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pio Nikon (100X).



Figura 18. Im4genes de cromosomas dicéntricos (rupturas cromosomicas),
Microscopio Nikon (100X).



8. DISCUSION

El crecimiento continuo de la exposicion humana a los productos naturales
empleados en la medicina tradicional ha llevado a un resurgimiento del interés
cientifico por sus efectos biolégicos [73]. Por tanto, el estudio de las propiedades
toxicas, genotdxicas, mutagénicas y/o carcinogénicas, de compuestos de fuentes
naturales, constituye un requisito imprescindible para que estos compuestos

puedan ser reconocidos como productos consumibles por el ser humano [74] [75].

La toxicidad de las plantas medicinales estd relacionada con la mezcla de
componentes activos presentes en todas sus partes (tallo, hojas, flores, frutos,
raiz), las cuales pueden ser mezclas complejas de alcaloides, terpenos,
saponinas, cumarinas , flavonoides y otros compuestos quimicos, de los cuales se
ha reportado que incrementan el riesgo de reacciones adversas, actuando de
forma individual, aditiva o sinérgica [76] [77] y teniendo en cuenta que la toxicidad
de estas plantas aumenta a causa del efecto fisiologico de dichos compuestos y
de un prolongado tiempo de uso; es necesaria la evaluacién de perfiles de eficacia
y seguridad de las plantas medicinales mediante pruebas bien establecidas como
por ejemplo, pruebas a corto plazo para la evaluacion de genotoxicidad y
citotoxicidad que suelen utilizarse para identificar posibles mutagenos vy
carcinbgenos asi como también sustancias con propiedades citoprotectoras y
antigenotoxicas [73]. Este es el caso de la pruebas de indice Mitdtico y

Alteraciones Cromosdémicas realizadas en esta investigacion.

8.1 PRUEBA DE CITOTOXICIDAD

La interaccion de las diferentes estructuras quimicas presentes en extractos
vegetales con las moléculas celulares, interfieren en el desarrollo normal del ciclo

celular, causando alteraciones celulares [4].
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El extracto etandlico total de Pavonia sepioides presentd actividad citotoxica en
linfocitos humanos cultivados in vitro, que se reflejé en un efecto mitodepresivo
encontrado en los cultivos tratados con las tres concentraciones del extracto: 0,66
mg/mL, 1,32 mg/mL y 2,63 mg/mL (Ver tabla 4), haciéndose evidente una relacién

negativa entre las concentraciones del extracto y el indice mitético (Ver figura 14).

Estos resultados se deben a que el extracto total de la planta en estudio, posee
una mezcla compleja de compuestos que alteran las condiciones normales del
cultivo celular, haciendo posiblemente que los linfocitos pierdan la capacidad de
responder al estimulo mitogénico y/o que la proliferacion celular se vea afectada.
Entonces se sugiere que los fitocomponentes presentes en el extracto de Pavonia
sepioides posiblemente ejercen su accion sobre las fases previas a la mitosis (G1,
S, G2), desencadenando asi procesos que inhiben o retrasan la cinética de
proliferacion celular o conllevan a la muerte de la célula. Este comportamiento se
puede atribuir a la presencia de flavonoides, cumarinas [52], terpenos [78] [79] v
esteroides [80], de los cuales se ha reportado notoria actividad citotdxica en

ensayos in vivo e in vitro.

Se ha encontrado que los flavonoides exhiben efecto antiproliferativo marcado;
posiblemente inhibiendo enzimas que intervienen en el ciclo celular; se ha
reportado, por ejemplo, que los flavonoides estan involucrados en la inhibicién o
activacion de las fosfatasas que regulan las cascadas de sefializacion y proteinas
del ciclo celular [81]. Ademas, los flavonoides presentan efectos inhibitorios
sorprendentes sobre la liberacion de citoquinas, lo que lleva a considerar la
posibilidad de mecanismos citotéxicos y pro-apoptoéticos, dado que el aumento en
la liberacion de citoquinas es parcialmente dependiente de una respuesta
proliferativa fuerte [58]. Se ha encontrado también evidencia de que los
flavonoides Kaemferol y Quercetin inducen apoptosis por que liberan citocromo c,

procaspasa-9, promoviendo la liberacion de la caspasa-3 [82].
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Se ha demostrado también que las cumarinas tienen efecto citotoxico. En 1987,
Conley y Marshall evaluaron in vitro la toxicidad de la cumarina utilizando lineas
celulares: renal (ACHN y Caki-2) y eritroleucémica (K562), reportando que la
cumarina induce a que un gran porcentaje de células se acumulen en fase GO0,0
G1 del ciclo celular, haciendo que un menor nimero de células entren en la fase
S, indicando la naturaleza citostatica de la cumarina [83], Se sabe también que la
cumarina puede causar toxicidad en el higado de varias especies, y es
considerada un carcindbgeno no genotoxico en roedores [84]. Felter et al, 2006,
reporta que dosis altas de cumarina evaluadas en roedores, posee citotoxicidad e

hiperplasia regenerativa causando toxicidad hepética [85].

Conjuntamente, se conoce que los terpenos también presentan actividad citotoxica
en algunos tipos celulares. Mendanha et al, 2013, demostr6 que los terpenos
poseen efecto citotdxico en células fibroblasticas puesto que causan dafio celular
y sugiere que los terpenos podrian desencadenar diversos mecanismos,
incluyendo interacciones con la membrana celular, alterando la red de enlaces de
hidrégeno de la bicapa lipidica y debilitando de la membrana, lo que puede
implicar que los terpenos facilitan la entrada de otras moléculas a la célula; se les
considera como potenciadores quimicos de permeabilidad, aumentando la fluidez
de la membrana celular en eritrocitos y fibroblastos [86], y debido a las
caracteristicas citotoxicas que han exhibido estos compuestos, se han utilizado
como agentes antitumorales [87] [88], y estan implicados en los mecanismos de
accion y los efectos farmacol6gicos de muchas plantas medicinales utilizadas en

la medicina popular [78]

Ademas se ha reportado que Los glicésidos cardioténicos tienen accion citotdxica
inhibiendo la bomba Na+/K+ATPasa, ocasionando un aumento de Ca2+
intracelular, pues tienen la capacidad de unirse a esta importante proteina de
transporte de iones, por lo tanto alteran las condiciones normales de la célula, lo

gue puede desencadenar procesos de muerte celular [80] [72].
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Son entonces los flavonoides, cumarinas, terpenos y cardiotonicos los metabolitos
gue se encuentran probablemente mas involucrados en la actividad citotdxica que

presento el extracto etandlico total de Pavonia sepioides.

8.2 PRUEBA DE GENOTOXICIDAD

Estudios del potencial genotoxico de plantas empleadas en la medicina tradicional,
permiten conocer como los dafios en el material genético pueden conducir a
mutaciones criticas y por lo tanto al aumento del riesgo de cancer y otras
enfermedades [73] [75].

Los efectos de las sustancias toxicas pueden observarse a nivel de cromosomas
(clastogénesis) en forma de alteraciones en la estructura del cromosoma
(alteraciones cromosémicas) y en el nimero de cromosomas (aneuploidia,
poliploidia) [39] [16]. Es por tal motivo que las alteraciones citogenéticas
(alteraciones cromosémicas estructurales y numeéricas) en linfocitos de sangre
periférica, han sido aplicados en la vigilancia de efectos tempranos de la

carcinogénesis [73].

El extracto total de Pavonia sepioides present6 actividad genotdxica en los cultivos
de linfocitos tratados con 1,32 mg/mL y 2,63 mg/mL del extracto (ver tabla 5),
puesto que estas concentraciones incrementaron significativamente la frecuencia
de alteraciones cromosOmicas totales respecto al control (figura 16, 17 y 18);
permitiendo observar un efecto dosis-respuesta de las concentraciones del
extracto sobre el ndmero de alteraciones cromosdmicas totales, en linfocitos

humanos (ver figuralb).
Ademas, se identificé asociacion positiva entre las concentraciones del extracto de
Pavonia sepioides y las alteraciones cromosdmicas totales, indicando que, al

aumentar las concentraciones del extracto, aumentan las alteraciones
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cromosomicas. Estos resultados pueden deberse a que el extracto tiene
compuestos quimicos que actian como posibles clastégenos, formandose asi las

rupturas en los cromosomas metafasicos de linfocitos humanos.

Celik, 2012, sugiere que el aumento de alteraciones cromosomicas puede resultar
de interacciones de una gran variedad de agentes quimicos con el ADN [39]. Se
sabe que un aumento en las alteraciones cromosomicas de linfocitos de sangre

periférica estq asociado con un aumento del riesgo de cancer [8] [89].

En octubre del 2004, la European Food Safety Authority (EFSA, 2004), emitié un
dictamen que indica que la cumarina no es genotéxica, pero Haworth et al., 1983,
reportd que la cumarina es mutagénica en el test de Ames, so6lo en una de cada
cuatro cepas ensayadas de Salmonella typhimurium y en presencia de S9. Sin
embargo, cuando se probd este compuesto en ensayos de intercambio de
cromatides hermanas, utilizando ovario de hamster chino (CHO), se encontré que
la cumarina aumenta el nimero de intercambios de crométides hermanas (ICHs) a

concentraciones bastante bajas, y sélo en ausencia de S9 [73].

Segun Webb y Ebeler en el 2004, los flavonoides se consideran como veneno de
la topoisomerasa, debido que estos compuestos inhiben la accion de esta enzima,
la reparacion de ADN podria verse afectada y esta accién tiene como resultado
cambios cromosomicos, tales como los efectos clastogénicos [31], lo que puede

explicar las rupturas observadas en esta investigacion.

En esta investigacion se aprecia que la actividad genotéxica esta respaldada por
la actividad citotoxica generada por el extracto de Pavonia sepioides; lo que
concuerda con Galloway, 1998-2000, que sugiere que el dafio de ADN solo se
produce cuando hay efecto citotdxico; esto es, las células con un mayor dafio
cromosomico pueden morir antes de la division celular o pueden ser menos

capaces de entrar en esta fase [39], por lo tanto, se observa una disminucion en el
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indice mitotico que a su vez evidencia un aumento en la cantidad de alteraciones

cromosoémicas.

Ademas de los resultados obtenidos en esta investigacién, debe tenerse en cuenta
la posibilidad de encontrar actividad antioxidante de esta planta debido a su
contenido fendlico, como lo reporta Gasca & Cabezas, 2012, en la evaluacion de

la actividad antioxidante en el extracto etandlico del cadillo (Pavonia sepioides).
Nuestros resultados muestran que el extracto de P. sepioides tiene un potencial

genotoxico in vitro a las concentraciones evaluadas, que exige una evaluacién de

seguridad mas completa (incluyendo compuestos puros).
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9. CONCLUSIONES

El extracto total de P. sepioides tiene actividad citotoxica en linfocitos
humanos cultivados in vitro, puesto que el indice mitético decrece al

aumentar la concentracion del extracto en los cultivos.

El extracto total de P. sepioides tiene actividad genotdéxica en linfocitos
humanos cultivados in vitro, porque el numero de alteraciones
cromosémicas es mayor al aumentar la concentracion del extracto en los

cultivos tratados.

Teniendo en cuenta los resultados de esta investigacion se puede inferir que:

X/
°e

*

El consumo de P. sepioides, puede generar riesgos a la salud de las
personas que la consumen sin un control en su dosificacion y tiempo de
consumo.

Considerando que la actividad identificada por este ensayo no confirma del
todo la eficacia de una planta, pero si proporciona la comprensién basica de
su toxicidad y pensando en medidas de regulacion del consumo de esta
planta medicinal, estudios de este tipo resultan favorables para prevenir

riesgos potenciales de salud publica.
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10.RECOMENDACIONES

Se sugiere la realizacion de estudios mas detallados sobre la toxicidad de la
planta, que ayuden a evitar este potencial riesgo para la poblacion que la

consume.

Se sugiere, ademas, trabajos de este tipo, con muestras mas grandes y
pruebas in vivo con organismos como Mus musculus, que permitan probar

dosis similares a las utilizadas por la poblacion Colombiana.

Con el fin de tener mayor certeza acerca del efecto del extracto evaluado se
considera pertinente aislar los principios activos de la planta, para confirmar
la mutagenicidad y descubrir posibles farmacos de importancia en la

medicina.
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