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INTRODUCCION



Debido al crecimiento de la poblacién mundial tan -
acentuado y a éue cada dia resulta mis dificil 1a obtencién -
de satisfactores para una vida de calidad, la regulacidén ‘del
nimero de miembros de una familia es una preocupacidén seria -
de gran actualidad que requiere atencidn oportuna y adecuada.
La tendencia de regular la fertilidad no es un problema que -
adquiere vigencia en tiémpos modernos; ya que los egigsios de
hace 4000 afios ya describen la practica de controlar 1la %ertl

lidad.

En Grecia hace 2000 afios, AristbHteles pensaba que se
podria servir mejor a la civilizacién manteniendo una pobla--
cién estacionaria. Se utilizaban preparaciones a base de ral
ces que producian esterilidad en.la mujer, hierbas y hojas de
arboles, pildoras de mercurio, incluso pbcimas con arsénico -
que llegaban a causar la‘muerte de la madre ( 1 ). Entre los
hombres ilustrados de ésta época, se daba por sentado la rela
cién semen y embarazo; esto se constatd hasta el invento del
microscopio con el que fue posible ver los espermatozoides -

vivos.

Hay también antecedentes de los Indfies, Chinos y Ja-
poneses que se refieren a el uso de pastas, gomas y geles con
lo gue aparentemente interferian con la motilidad y la viabi-

lidad de los espermatozoides dentro de la vagina.




Las tribus primitivas y que ignoran los escritos --
egipcios, orientales y los descubrimientos modernos, tienen -
sus propios métodos; por lo que el deseo de limitar el niimero

de nacimientos parece tan antiguo como la humanidad.

Durante muchos siglos ée han utilizado métodos de -
control natal basados en la supuesta relacidén semen-prefiez. -
Uno de los métodos es el “coitus interruptus” que es el an-
ticonceptivo masculino mas antiguo que se conoce. Ya se des-—
cribe en el Génesis ( capitulo 38; 9 ) y en ‘el Talmud:fue muy’
popular entre los griegos y los romanos. Se'pfactica muy am-—
pliamente en paises industrializados, en el este de Europa, -
Francia, Espafia y Estados Unidos ( 2,3 ). Conforme avanzd el
conocimiento sobre la fisiologia del aparato genital femeni--
no, comenzaron a adoptarse otros métodos, como el método del’
ritmo (OGINO -~ KNAUS), la temperatura basal ( TB ), se utiliza
como método complementario a los anteriores, al igual que el!

de la ovulacidén o-de Billings{2,4).

Simultédneamente a estos métodos se desarrolld e in--~
crementd el uso de hormonas y prostaglandinas por via oral o'

inyectada (2,5,6,7).

Entre los métodos mas exitosos de la actualidad teng
mos a los Dispositivos Intrauterinos (DIUs), aunque Hipbecra—-
tes bbservé efectos anticonceptivos colocando un cuerpo extra
fio en el interior del fitero, los &rabes y turcos némadas colo

caban un pedazo de cuero en el {itero de los camellos para evi
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tar prefiez. La anticoncepcién intrauterina moderna se inicia
en 1909 con Richter, quien utiliza una asa de hilo de seda, -
método que fue modificado en 1929 por Grafenberg afiadiéndole’
un hilo de plata y en 1934 Ota cambid los metales por plésti-
co. Hoy en dia existen gran diversidad de DIUs entre ellos -
tenemos; Dispositivos inertes, (Assa de Lippes, Dalkon Shield
Safe - T - coil). Dispositivos liberadores de hormonas, Dis-
positivos liberadores de iones (Cu - T, Multiload Nova - T ¥y
TC 380A de reciente introduccidn (2,7,8 y 9). O bien el em-
pleo de métodos irreversibles o quirfirgicos como: la vasecto-

mia y ligamiento de trompas ( 7 ).

Es de hacer notar que el desarrollo de la anticoncep
cibén masculina es minima, en la actualidad los dos métodos de
control de la fertilidad de que dispone el vardén son el qui--
riirgico y el preservativo. Por lo que no es de extrafiar que’
los esfuerzos mas notorios se centren en la meta de encontrar
un anticonceptivo para el vardén, en teoria su elaboracidn po-
dria ser encaminada a: interferir con la espermatogénesis, im
pedir la maduracidn espermafica, obstaculizar de alguna mane-
ra el trdnsito de los espermatozoides en cualquier segmento -
del conducto del sistema reproductor desde el testiculo hasta

deferentes.

Hasta el momento se han descubierto distintas subs--
tancias quimicas que cumplen con cada una de las funciones --
enumeradas, pero sus efectos son incompletos o tienen efectos

secundarios indeseables. Asi por ejemplo la combinacidn de -
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estrbégenos y progestidgenos, utilizados en la pildora femenina
en el macho; inhibe la produccidn del esperma pero en la mayo
ria de los varones provoca una fuerte disminucién en el inte-
rés sexual que suele degenerar en impotencia. En 1la actuali-
dad se estd trabajando en un tipo de pildora a base de testos
terona y progestigenos; pues parece que no tiene los efectos’
secundarios sobre la eyacmlacidédn que presentan los estrdgenos
Y por lo general no alteran la funcidén sexual. No obstante,-
estas pildoras solo inhiben eficazmente la produccidén del es-

perma durante un corto espacio de tiempo ( 7 ).

La terapia por medio de plantas medicinales tienen’'-
origenes muy remotos. El primer estudio cuidadoso de plantas
fue realizado por quienes practicaban la medicina herbolaria,
con una lista de plantas medicinales y sus usos desde el afio’
1500 a.C. ( 10 ). Actualmente el empleo de la fitoterapia se
sigue practicando en casi todo el mundo, en-forma de medicina

indigena, Tradicional y Cientifica ( 11 ).

Es muy interesante hacer notar que diferentes grupos
de investigadores, utilizando productos no hormonales de plan
tas han demostrado posibilidadea de éxito, todavia en fase ex

perimental, por ejemplo Aristolocha indica sinensis, cuyo -~

efecto es inhibir la espermatogénesis (12), Hibiscus rosa si-
nensis, en rata afecta la espermatogénesis (13), ademis de al
terar el ciclo estral, reduccidn en el peso del fitero, ovario
e hipdfisis (14), estos efectos son variables dependiendo de!

la estacidn del afio en gue se hace la colecta (15), las semi-
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llas de Carica papaya, con efectos anti-implantacién, produ--

cen cambios en el peso de los dérganos genitales y modifica el
patrén de la espermatogénesis (16), Phytolaca dodecandra es -

un potente espermaticida (17), Malvaviscus conzattii reduce -

significativamente el nfimero y la motilidad de los espermato-
zoides y produce cambios eén la histologia testicular (18), - —-

Arum maculata y Arum orientale de las gque es utilizada la --

rafz, se ha visto que el extracto reacciona espec{ficamente -
con las substancias de la cola de los espermatozoides (19). -
En la India se han reportado cerca de 350 extractos de plan--
tas que afectan la fertilidad a diferentes niveles: Anti<ovu-

latorios 32 plantas ( Aloe bardensis,Menta arvensis),. Anti-im

plantacién 94 plantas (Arbus precatorius, Pueraria tuberosa,-

Pruns mehaleb Linn), Anti-espermiticos 90 plantas (Bursera —-

serrata) (20).

En una reciente comunicacidén China se mencionan dife
rentes efectos del Gossypol; impide la produccibén del esperma
inmoviliza los espermatozoides, destruye las enzimas de la zgo
na acrosomal, variando su efecto dependiendo de la dodsis (2,-
21 y 22). En humano “in vitro? inhibe 1arreacci6n acrosomal’

(23), asi como la penetracidn al ovocito por el espermatozoi-

de debido a la hidrdlisis de la zona pelucida (22-23). En -
hamsters algunos isbmeros del gossypol producen degeneracién'

de las mitocondrias de los espermatozoides (24). Aunque el -
gossypol es uno de los compuestos gue se han utilizado mucho?
en diversos ensayos de la anticoncepcidn masculina, se conti-

ntan las investigaciones con derivados de este polialcohol --
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con el propbésito de encontrar el derivado que conserve activi
dad anticonceptiva con la posible reduccidén de efectos inde--
seables (2). Sin embargo estas actividades siqguen en fase ex
perimental y no ha sido posible establecer estos efectos en -
humanos, con la mayoria de las plantas en estudio exceptuando
el Tripteryguium wilfordii, planta que se utiliza principal--
imente en tratamiento de artritis y lesiones en la piel, ob--
servandose que con désis menores a las administradas clinica-
mente para estos padecimientos, se produce destruccién de los
espermatozoides a nivel epididimario, sin alterar el peso cor
poral y las concentraciones de Na, K y“de la hormona foliculo
estimulante ( FSH ), en suero sanguineo y con minimos efectos
a nivel testicular (25). Esta actividad resultd especifica -~
para el sexo masculino, por lo gue actualmente se estd traba-
jando en clinicas para regular la fertilidad masculina en for

ma reversible (26).




ANTECEDENTES



Es bien sabido que existen compuestos de origen vege
tal con conocido efecto citotbéxico como son los alcaloidés ai
méricos que se obtienen del perinwinkle Vinca rosea de forma'
tradicional se utilizan en el tratamiento de diabetetes melli
tus, produce granulocitopenia y supresién. de la médula 6sea,~-
estos alcaloides son vinleurosina, vinrosidina, sulfato de -~
vinblastina, vincristina; de éstos los dos filtimos son los --
més utilizados en el tratamiento de tumores malignos (27,28).
Otros compuestos son los Aflatoxinas Bl ( AFB ), desechos del
hongo Aspergillus flavus que son hepotdxicos y hepatocarcino-

genos en diversas especies animales, en bacterias es mutagéni

co (29), el extracto de mandragora Podophyllum peltatum usado

en la medicina indigena como vomitivo, purgante antihelminti-
co, tiene alta actividad terapéfitica en humanos con neopla---
sias, en células cancerosas pulmonares, tumores testiculares,
enfermedad de Hodgking's, en 1la prdpagacién de linfoma histo-
citico. Son referidos a etopbsido ( VP - 16 - 213 ) y tenipd
sido (VM —'26). Tiene efecto en la funcidn estructural de --

los microtibulos (27)..

Otro grupo de especies vegetales de los que se ex---
traen compuestos con actividad citotéxica e inhibicién de tu-

mores y cincer es el formado por Solanum dulcamara, Thalic---

trum dasycarpum, Cyclea peltata, Croton macrostachys, March -

organus, Taxodium distichum, Brandegea bingelovii, Acnistus -
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arborescens, Withania somnifera, Eelephantopus elatus, (de la

que se extraen la elefantina y la elepantopina) Eupatorium --

rotundifolium, Vernonia hymenolepis (de la gque se extrae la -

vernolepina y la vernolenina). Ademids de Helenimu microce---

rhalum, Helenium amarum de las gque se extraen 1la teﬁulina y -
la helenalina respectivamente gue son agentes inhibidores de’
la sintesis del ADN por 1o que son utilizados como anticance-
rigenos (30, 31).

ar

El mftodo clésico o "in vitfo" para probar dafio cito
genético es el examen de las preparaciones dé metafase de las
células tratadas con el agente a probar "in vivo' o "in vi--~
tro". Este consiste en poner una muestra de sangre en un tu-
bo gque contenga un medio de cultivo especifico, un mitogéniéo
y antibibdtico, 2 h antes de la cosecha se agrega colchicina.-
Después de 72 h se cosecha con hipotdnica, se fija con Acido®
acético etanol y se prepara el frotis. La Tincidén es con --
tripsina y se cuentan 16 metafases. Desafortunadamente este’
método es costoso y consume mucho tiempo, y algunas veces tie
ne un bajo poder estadistico por el niimero de metafases a exa
minar (32, 33). Otro método poco conocido con mucho poten---
cial es la prueba de mitronficleos (MNs) que “in vivo® sirve pa
" ra defectar el efecto de agentes mutagénicos a nivel cromosd-
mico, identificar cromosomas acéntricos y/o cromosomas rezaga

dos, que al quedar fuera del niicleo forman los MNs (34, 35).-
Detecta agentes clastogénicos como statmocinéticos (afectan -
el huso mitdtico) (33, 36) pudiéndose diferenciar unos de —-

otros por el tamafio de MNs (32, 37) (Fig. 1).



FIGURAI

Diferentes tamaiios de MNs en sangre periférica de raton.




12

FUNDAMENTO DEL METODO

El método de los MNs estid basado en el siguiente -~
principio; en anafase cualquier fragmento cromosdémico que no'
posea centrémero no podri integrarse a un nficleo pues carece'
del elemento indispensable para orientarse en el huso acromi-

tico. (Fig. 2)
FIGURA 2 -

Después de la telofase los cromosomas normales asi -
como los fragmentos que posean centrémero dan origen a los nii
cleos de 1as.célu1as hijas normales. Los elementos rezagados
guedan incluidos en el citoplasma de las células y una consi—
derable proporqién es transformada en uno o varios niicleos sg
cundarios los cuales son como regla mucho mias pequefios que el

nficleo principal de ahi su nombre de MNs (33). (Fig. 3)

FIGURA 3
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Eventos similares ocurren si el funcionamiento del -
aparato mitbético es dafiado por ejemplo con vinblastina, vin--
cristina o colchicina (33), el nficleo principal es reemplaza-

do por un grupo completo de pegquefios nficleos, los cuales en -

general, son considerablemente mas grandes que el tipico MN
(33, 37). Después de que el eritroblasto expulsa su niicleo -
para convertirse en eritrocito, por razones afin no conocidas'
MNs permanecen en el citoplasma de los eritrocitos jbvenes y'

es entonces cuando es posible visualizarlos (33).

La técnica de los MNs ha sido ampliamente aceptada pa- .
ra realizarla en diferentes especies de organismos, asi tene-
mos los trabajos en eritrocitos micronficleados en sangre peri
férica de ratones expuesto a por lo menos 4 dias a un agente'’
con probable efecto genotdxico (38), otros estudios proponen:
poblaciones celulares de queratinocitos con 1o que se ha de--
"mostrado que puedén ser utilizados para investigar tanto gengo

- tbéxicos como carcinogénicos y que la induccibén de MNs puede -
ser un signo de inicio de céncer de piel (39), lo mismo gque -
utilizando células de la mucosa de la boca, la presencié de -
MNs se ha podido asociar con alteraciones citoldgicas en indi
viduos fumadores (40, 41) también se utilizan los hepatocitos
de rata eliminando 2/3 de higado o bien con promotres mitogé-
nicos, se induce la divisién celular facilitando con esto la -
manifestacién de 1os MNs nuevos en hepatocitos que son expues-
tos a agentes genotbéxicos o carcindgenos (42, 43), lo mismo se
puede realizar en células dgerminales en las que de existir un’

dafio genético, este podria ser trasmitido a la descendencia --
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(44, 45). Pazra probar algin posible genotéxico con esta téc-
nica, se pueden utilizar animales de laboratorio como: la ra-
ta (46), ratdn (36, 47), hamster (33) y algunos primates como

el Macaca fasicularis en el que los estudios se han extendido

a-la médula bsea de los fetos de las madres tratadas (48) y ~
fittimamente se proponen otros tipos de organismos como verte-

brados no mamiferos, Xenopus laevis y Pleourodeles waltl, cu-

yos eritrocitos son muy grandes y la observacidn de las célu-
las micronficleadas se facilita (49) o en algunas aves con los

que se puede tener de igual forma un sistema “in vivo* (50).

Por otra parte si se da @olchicina a un animal o se -
afiade a un cultivo celular en el cual estén las células multi
plicidndose, toda célula que entre en mitosis después de acizar
tuar la colchicina, no la coﬁpleta, en consecuencia, se acumu
lan imdgenes de mitosis. Sin embargo, si en un momento deter
rinado (antes que desaparezca la colchicina) se cuenta el nis
mero de imigenes de mitosis, el nlmero obtenido corresponde -
précticamente al nfimero de células en el tejido o:-cuttivo ce-
lular que entraron en proceso de mitosis durante el tiempo en
que se efectfie el experimento. En las estructuras y drganos'
del cuerpo donde la multiplicacién celular estid regulada, co-
rresponde a la pérdida o a la muerte de células por lo tanto,
es posible usar colchicina para estimar la intemsidad de re--
cambio de la poblacidén celular determinando la prqporcién de'
cétulas que entren en mitosis durante un periodo determinado!

de tiempo (51, 52).
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En nuestro laboratorio recientemente que ha iniciado
una linea de investigacidén sobre la utilizacién de substan---
cias obtenidas de plantas Crassulaceas y Burseraceas como po-
sibles reguladores de la fertilidad en mamiferos. Se ha podi
d6 demostrar que los extractos crudos acuosos o etanblicos de

Sedun oxipetalum (53, 54), Sedum dendroideum (55), Bursera --

multijuga, Bursera fagaroides (55, 56), Echeveria gibbiflora'

(57), Kalanchoe gastonis bonieri, Kalanchoe flamea (58) tie--

nen propiedades “in vitro" de agtutinar e inmovilizar los es-
permatozoides de humano, rata y ratén;_por lo que es intere--
sante continuar las investigaciones con el objeto de determi-
nar si la actividad de los extractos crudos acuosos de Kalan-

choe bolossfeldiana, Echeveria gibbiflora o los etandlicos de

Sedum oxipetalum y Bursera multijugqa administrados por via -~
oral producen infertilidad sin producir alteraciones en el in
dice mitbético en médula 6sea,'ni en la formacidén de MNs en --
sangre periférica y médula dsea, como prueba de daﬁ6 genotdxi

co con las técnicas préviamente estandarizadas.

" DESCRIPCION Y TAXONOMIA DE LAS PLANTAS EN ESTUDIO.

Sedum oxipetalum

DIVISION Magnoiigphyta
SUBDIVISION Angiospermae
CLASE Dicotiléddnea
SUBCLASE Rosidae
ORDEN Rosales
FAMILIA Cras3ulaceae
GENERO Sedum

ESPECIE oxipetalum

Es un arbusto erecto, que mide entre 0.5 y 1.5 metros
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de altura, ramificado, con una cuticula que cubre a la corte-
za en forma de delgadas capas amarillentas facilmente despren
dibles, sus hojas son alternas, espatuladas, emarginadas, ci-
mas terminables multifloras. Tiene flores pequefias. CAaliz -
de 5 sépalos verdes, que miden de 2 a 5 mm. Corola de 5 péta-
los libres, lanceolados, de color blanco, rojizo o venoso que
miden de 4 a 8 mm. de largo por 1 6 2 de ancho. Androceo con
10 estambres, con filamentos rosados y anteras rojas o amari-
lla-rojizas. Gineceo con pistilos simples, con carpelo cada’
uno. Ovario slipero. Tiene 5 carpelos y muchos 6vulos.. Los'
frutos son foliculos membraniceos o coriiceos. Florece de ju
lio a octubre. Esta planta se encuentra generalmente en zos-
nas montafiosas y lechos de lava, principalmente en el Edo. de

México (59, 60, 61).

Burcera Multijuga

DIVISION Magnoliophyta
SUBDIVISION Angiospermae
CLASE Dicotiledoneas
SUBCLASE . Rosidae

ORDEN Geraniales
FAMILIA Burceracea
GENERO Bursera
ESPECIE multijuga

La familia Burcerasea se caracteriza por agrupar ar-
boles o arbustos generalmente resinosos, con hojas alternas,-
rara vez opuestas pinadas o trifoliadas, sin estipulas. Flo~
res actinomorfas, hérmafroditas 0 unisexuales, pequefias y ver
dosas. CAliz de 3 - 5 sépalos valvadas, corola 3 - 5 pétalos

rara vez ausentes, libres o unidos en forma variable, imbrica
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cados o valvados, disco presente. Estambres en nimero igual':
o doble que los petalos, ¢on-:los-filamentos libres y anteras’
biloculares de dehiscencia longitudinal. Ovario sifipero 3 - 5
carpelar, 3 - 5 locular, con 2 évulos, rara vez con placentas
axiales. Frutos drupiceos o indehicentes, o seco y entonces'

dehicente por valvas, con 1 - 5 huesos monospermos.

Esta familia consta de unos 20 géneros y mas de 7500
especies distribuidas principalmente en América, Africa y -~-
Asia tropical. Comprende especies de importancia econdmica,-
de las que se utilizan las resinas y gomas para la fabrica---

cibén de cementos y barnices (61, 62).

Burcera multijuga, presenta hojas una vez pinadas, -

una o varios pares, principalmente elipticas 2-3 ( -5 ) cm de
longitud, agudo o terminado en punta, algunas filada o acerra
da, inflorescencia corta y pendiculada. Corteza paperacea ro
ja. Es un arbol de tamafio moderado I 10 -12 m de alto), tron
co rojo de 30 cm de didmetro, es una planta que crece en pen-
dientes, cafladas, barrancas, etc. El1l fruto es de 5 -7 pares'
de hojas, con inflorescencia delgadamente pendinculada (62, -

63).

Echeveria gibbiflora

DIVISION Magnoliophyta
SUBDIVISION Angiospermae
CLASE Dicotiledoneas
SUBCLASE Rosidae

ORDEN Rosales -
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EAMILTA Crassulaceae
GENERO Echeveria
ESPECIE gibbifilora

Planta glabra con tallos simples o ramificados, grue
sos hasta de 1 m de alto ( A veces en sitlos sombreados ) que
junto con la inflorescencia de aproximadamente el mismo largo
pueden alcanzar un total de 2 m, con 14 - 20 hojas formando -
una roseta en el extremo, glaucas tendiendo a enrrojecerse so
bre todo la superficie, ovaladas u oblongas-espatuladas, con’
el envés aquillado( has concavoe ( de 12 - 30 cm de largo por’
7 - 15 cm de aﬁcho (, &pice triangular o escotado, peditnculio'’
floral con:hojas semejéntes a las de la roseta pero mds redu-
cida, el eje de la inflorescencia mide mids de 60 cm de largo:
inflorescencia paniculada de color rojo-amarillo y a veces —-
pruinosqs, sépalos desiguales laceoladas de 7 mm a 1.5 cm de'
largo, corola de 12-14 mm de largo con el tubo corto, 1lébulos
lanceolados, aquillado embonados en la base, semillas larga==
mente oblongas, de 0.75 mm de largo. Conocida popularmente =~
como "Oreja de burro". Registrada en México y Sudamérica. -

(63)

Kialanchoe blossfeldiana ( Thum-thum )

DIVISION Magnoliophyta
SUBDIVISION Angiospermae
CLASE Dicotiledoneas
SUBCLASE Rosidae

2 ORDEN . Rosales
FAMILIA Crasulacea
GENERO Kalanchoe
ESPECIE blossfeldiana -

{Thum - thum )
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Planta con brote vertical, poco ramificado, aprox. -
de 30 cm de alto, desnudo, liso. Hojas con peciolo de 2.5 cm
de largo, que se ensancha en forma alargada u ovalada-alarga-
da, con 7 cm de largo ¥y 4 cm de ancho; de color verde obscuro
Srillante, con bordes rojos; a partir de la mitad hacia 1la --
punta algo calcadas y muescadas. Flores en un tallo, con ca-
bezuelas de flores numerosas, cada una de 9 mm a 10 mm de did
metro, de color rojo escarlata, florecen de enero a abril. -

Es una planta popular de uso ornamental (64, 65).



HIPOTESTIS
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Los extractos etandlicos de Sedum oxipetalum de Bur-

sera multijuga y los crudos acuosos de Echeveria gibbiflora y

Ralanchoe blossfeldiana ( Thum-thum ) suministrados por via -

oral a ratones de la Cepa BLAB/c no producen diferencias sig-
nificativas en la formacibén de micronicleos en sangre perifé-

rica y médula 6sea con respecto a los controles.



OBJETIVO GENERAL
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Probar la genotoxicidad "in vivo" de los extractos -

etanblicos de Sedum oxipetalum, de Bursera multijuga y de los

extractos crudos acuosos de Echeveria gibbiflora y Kalanchoe-

blossfeldiana ( Thum-thum ).



OBJETIVO PARTICULAR
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Estandarizar las condiciones operativas de las prue-

bas de Microniicleos ( MNs ) en sangre periférica y médula -

6sea e Indice mitbético en Médula bsea.



MATERIAL



EQUIPO

Balanza granataria
Balanza analitica
Rotavapor

Bafio maria

Bomba de vacio
Espectrofotémetro

Estufa eléctrica
Incubadora
Centrifuga
Desmineralizador
vértex
Microscopio

27

OHAUS

CHYO JUPITER C3-200
BULCHER INSTRUMENTS
THELCO 188

WELCH MOD. 1402
COLEMAN Ga 20 L.J.
I1a

CHROMALOX
FIBROSYSTEM
SORVALL GCC-1
CRISTALAB CL-5
BENIE H 550-G
ZEISS

INSTRUMENTAL MENOR

Termémetro con escala de 0 a 110°C

Refrigerante
Micropipeta de 50 mm
Pipetas pasteur
Micropipetas y puntas
Portaobjetos
Cubreobjetos

Tubos de ensayo
Mortero de Agata
Tijeras de diseccidn
Vaso de precipitado
Fibra de vidrio

HAMILTON

EPPENDORF

PYREX



REACTIVOS
Antrona SIGMA
Colchicina SIGMA
H2504 MERCK
Ham F-10 SIGMA
Wright IMSS
Geimsa IMSS
Aceite de inmersidn (AMSA

~-{Tipo A, baja viscosidad)
Solucidn salina fisioldgica 0.9
KCl1 0.075 M

Ac. acético etanol {3:1)

Fosfato monofosfbrico ( KH2P04‘)
Fosfato disddico anhidro ( Na,HPO,

SOLVENTES

(cat. 3915)

(Cat. N2 1387)

Cat. 515)

Hexano
Etanol
Butanol

MERCK
MERCK
MERCK

MATERIAL BIOLOGICO

Ratones de 1la cepa BALB/c

Extracto de Sedum oxipetalum

Extracto de Burgera multiijuga

Extracto de Echeveria gibbiflora
Extracto de Kalanchoe blossfeldiana

( Thum~thum )

28



METODOLOGTIA
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ESTANDARIZACION DE LAS PRUEBAS DE MICRONUCLEOS EN ME-
DULA OSEA Y SANGRE PERIFERICA E INDICE MITOTICO EN ME
DOULA OSEA.

INDUCCION DE MICRONUCLEOS CON COLCHICINA

~ EN MEDULA OSEA Y SANGRE PERIFERICA -

-Sel utilizaron 24 ratones ( Mus musculus ) de la cepa -
BALB/c, de dos a tres meses de edad, peso promedio de 32 g, -
proporcionados por el bioterio del C.I.B.0., dichos ratones -
se mantuvieron en condiciones estandares de laboratorio;(Luz,
obscuridad alternos 12 h, temperatura de 22°C, agua y alimen-
to ad lubitum), hasta el momento de iniciar el tratamiento -

(16).

Con estos animales se formaron 6 grupos de 4 anima--
les cada uno, a los cuales se les inyectd intraperitonelamen~
te diferentes dosis de colchicina 24 horas antes del sacrifi-

cio.

Ratdn N2 dosis de codthicina mg/k

0.0000
0.0646
0.2916
0.1258
0.5166
1.033

AUTLD W=
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Los animales se sacrificaron por dislocacidn cervi--
cal, e inmediatamente después se les corto la punta de la co-
la, para obtener una gota de sangre periférica, esta se reci-
bid en un portaobjetos limpio y seco preparindose inmediata--—
mente el frotis. Pasadas 24 horas de la preparacidén del fro-
tis la tincibn (69) se realizd de la siguiente manera: TLa la
minilla se cubrid con Wright por 3 minutos una vez transcurri
do este tiempo se lavd con agua bidestilada y se dejd secar a
temperatura ambiente. Una vez seco el frotis, se sumergid en
colorante Giemsa {( Giemsa 3 ml en 50 ml de buffer fosfato pPH'
6.8 ) de 10 a 12 minutos. El frotis se lavd con agua bidesti
lada y se dejd secar a temperatura ambiente. La observacidn’
de MNs se realizd en el microscopio fotdnico normal, con el ~
objetivo de inmersiédn (34, 36, 44, 47). Se hizo la observa--
cibén de 8000 células para la cuenta de MNs y su posterior anid

lisis estadistico (34, 66, 67).

Una vez obtenido la sangre se disectaron los huesos!'
largos posteriores, se limpiaron perfgctamente. Para obtener
el paquete de células medulares, a los huesos sé les cortd 1la
parte proximal y distal insertindoles en el canal medular una
jerginga para insulina que contenia 5 ml de solucidn salina -
fisioldgica ( 0.9% ), al hacerles pasar dicha solucién se ab-
tuvo el paquete celular que se recibidé en un tubo y se llevd!’
a centrifugar a 1000 rpm por 5 minutos, el sobrenadante se re
tiré con una pipeta Pasteur, con el precibitado se realizaron
los frotis dejindolos secar por 24 horas a temperatura ambien

te para realizar la tincidén de la siguiente manera:
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- Se cﬁbrié la laminilla con 3 ml de colorante Wright por
3 minutos.

- Se lavd abundantemente con agua bidestilada y se dejd -
secar a temperatura ambiente.

- Una vez seca la laminilla, se sumergid en el colorante’
Giemsa ( 3 ml en 50 ml de buffer fosfato pH 6.8 ), de -
10 a 12 minutos.

- Se lavd abundantemente con agua bidestilada y se dejd -
secar a temperatura ambiente.

- Se observd al microscopio con el objetivo de inmersidn.

- Se hizo la observacidn de 2000 células para la cuenta -

de MNs y su posterior andlisis estadistico (34, 66, 67,

68, 70).

INDICE MITOTICO

Se utilizaron 25 animales, con los que se formaron 5
grupos de 5 animales cada uno, a los cuales se les administrd
intraperitonelamente diferentes dosis de colchicina 2 horas -
antes del. sacrificio (67). Con el fin de estimar la intenéi—
dad de recambio de la poblacidén celular determinando la pro--
porcibén de las células gue entraron en mitdsis en ese periodo

de tiempo (51).
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Ratdén N2 Dosis de colchicina mg/k

0.000 (control )
5.166
2.583
1.291
0.646

Ut W e

Los animales se sacrificaron por dislocacibén cervi--
cal, disecténdose los huesos largos posteriores, y se descar-
naron perfectamente, se les cortd las partes proximal y dis--
tal, para hacerles pasar 5 ml de solucidn salina fisioldgica'
{0.9% ) con una jeringa de insulina. E1l paguete celular asi‘
obtenido se recibid en un tubo para centrifugarlo a 1000 rpm
por 5 minutos. El1 sobrenadante se elimind, el paquete celu--
lar se resuspendid en 5 ml de KCl 0.075 M al gue se le agregd
50 ut de colchicina llevdndose a incubar 27 minutos a 37 °C,-
transcurrido el tiempo fue centrifugado a 1000 rpm por 5 minu
tos, y se fijbé con 4cido acético: etanol 1:3 v/v. Esta ope-
racidén se realizd dos veces. El paguete celular se aplicd —-
.por goteo sobre un portacbjetos, haciéndose estas preparacio-
nes en ambiente himedo para permitir mejor la expansidén del -
paquete celular, el frotis se dejd secar por 24 horas a tempe
ratura ambiente para realizar la tincién de la siguiente mane
ra:

- Las laminillas se sumergieron en el colorante Giemsa --
por 10 minutos.

- Se lavaron con agua bidestilada y se dejaron secar a --
temperatura ambiente.

- Se observaron al microscopio con el objetivo de inmer--
sién.

—~ Para su andlisis estadistico se contaron las mitésis en
300 células (69).
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OBTENCION DE LOS EXTRACTOS ETANOLICOS
Sedum oxipetalum y Bursera multijuga

ias plantas se colectaron en época de sequia, 1las es
pecies colectadas se identificaron taxondmicamente en el Ins-
tituto de Botdnica de la Universidad de Guadalajara, excepto!
Bursera multijuga que fue identificada por el Biol. Martin --

Huerta Martinez.

Las plantas fueron seccionadas finamente para hacer'’

mis eficientes las extracciones; primero con hexano (mediante

- reflujo controlado durante 2 h a 50°C - extracto hexdnico -),
después con etanol al 80%tres veces sucesivas durante 4 h ca

da vez a 60°C - extracto etandlico - ;. en propdrcidén de 1/3-

p/v). Los extractos se juntaron y los solventes fueron reti-

rados a presibén reducida y temperatura ( 60° C ) controlada.-

(53, 54). Los extractos asi obtenidos se conservaron en re--

frigeracidén hasta su uso.

OBTENCION DE LOS EXTRACTOS CRUDOS ACUOSOS.
Echeveria gibbiflora y Kalanchoe blossfeldiana

Las plantas fueron seccionadas y por presidén mecéni-
ca, en mortero de Agata se obtuvieron los extractos crudos =z
acuosos, los cuales fueron centrifugados a 1200 rpm por 15 mi
nutos para eliminar residuos. Los extractos se guardaron en’

congelacidén hasta su uso.
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DETERMINACION DE CARBOHIDRATOS TOTALES DE LOS EXTRACTOS

Se hicieron las determinaciones de carbohidratos to-
tales:de “lo& "extractos con el método de Hewitt (715, el cual' "
se basa en la reaccidn de carbohidratos con el reactivo de An
trona. TLa intensidad de color del cromdforo formade, es di--=
rectamente proporcional abla cantidad de carbohidratos presen
tes en la muestra, tiene una longitud de onda mdxima de absocr
-cidén de 620 nm. La determinacidén de carbohidratos totales se
fealizé como pardmetro cuantitativo al realizar 1los ensayos -

de actividad bioibgica.
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PRUEBAS DE LOS EXTRACTOS IN VITRO PARA DETERMINAR
LA ACTIVIDAD AGLUTINANTE-INMOVILIZANTE DE -
LOS ESPERMATOZOIDES DE RATON.

Los espermatozoides de ratdén, se obtuvieron de la cg
la del epididimo, después de sacrificar 8 animales. Las co--
las de los epididmos se colocaron en un vaso de precipitado -
con medio Ham F-10 (Nutrient mixture ) con pH 7.4 a 37°C, fue
ron seccionados finamente con tijeras de diseccidn, la suspen
sidén obtenida se £filtrd inmediatamente en: una columna elabo-
rada con una pipeta Pasteur que contenia fibra de vidrio, pa-
ra facilitar la filtracibén se agregd 5 ml Ham F-10. Los es~-
permatozoides asi obtenidos, fueron separados del liquido epi
didimario por centrifugacidén a 1500 rpm durante 15 minutos, -
lavados dos veces con Ham F-10 pH 7.4, después del segundo la
vado, los espermatozoides se resuspendieron en el mismo medio
de lavado y la suspensibén se ajustd a 100 millones de esperma
tozoides por ml se tomaron alicuotas equivalentes a 20 millo-
nes y se ajusté a un volumen de 0.5 ml con Ham F~10 incubindo
se a 37°C. Se adicionaron alicuotas crecientes de los extrac
tos hasta lograr 100 de inmovilizacidén-aglutinacibdn. Este --
efecto se observd al microscopio con aditamento, para contragy

te de fases (53, ‘54).

Una vez confirmado el 100% de actividad de cada uno'
de los extractos se procedid a realizar las pruebas '“in vi--

vo".
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PRUEBAS DE LOS EXTRACTOS 1IN VIVO PARA DETERMINAR
LA GENOTOXICIDAD DE LOS EXTRACTOS DE LAS PLANTAS -
ANTES MENCIONADAS.

Se utilizaron 50 ratones machos con las mismas carac
teristicas que se utilizaron en la estandarizacidén de las --

pruebas.

TRATAMIENTOS

Los animales se distribuyeron en cinco grupos de 10
animales cada uno de ellos. A los cuales se les administra--
ron los extractos por via oral, en su agua diaria, por un pe-
riodo de 30 dias, con las siguientes dosis:

GRUPO 1.- Control 0.0 mg/dia
GRUPO 2.- Kalanchoe bossfeldiana ml.de extracto/dia
GRUPO 3.- Echeveria gibbiflora ml.de extracto/dia

2.

2.
GRUPO 4.~ Bursera multijuga 53.0 mg.de extracto/dia
GRUPO 5.- Sedum oxipetalum 25.5 mg.de extracto/dia

O Lo

Una vez t;anscurridb el tiempo de tratamiento se prg

cedid a realizar laspruebas de genotoxicidad.

PARAMETROS PARA DETERMINAR GENOTOXICIDAD

FORMACION DE MICRONUCLEOS '‘EN SANGRE PERIFERICA.
INDICE MITOTICO EN MEDULA OSEA.
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FORMACION DE MICRONUCLEOS EN SANGRE PERIFERICA. -

La sangre se obtuvo cortando la punta de la cola del
animal. Y en portaobjetos previamente limpio y seco, se reci
bié una gota de sangre, e inmediatamente se prepard el frotis
Pasadas 24 h de la preparacidén del frotis se realizé la tin--
cidén (34) de igual forma que en la estandarizacibn de la téc-

nica.

INDICE MITOTICO

A los animales que se les aplicd el extracto asi co-
Imo a los controles se les inyectd 2 horas antes del sacrifi--
cio 0.1 ml de colchicina ( concentracién de 5 mg de colchici-
.na por 10 ml de agua bidestilada ). Los animales se sacrifi-
caron por dislocacidén cervical, y se procedid como en la es--

tandarizacidén de la técnica.



RESULTADOS
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MICRONUCLEOS EN SANGRE PERIFERICA DE RATONES TRA
TADOS CON DIFERENTES DOSIS DE COLCHICINA

La prueba de MNs en sangre periférica con diferentes
dosis de colchicina no mostrd diferencias significativas en—-
tre grupos él aplicar ANOVA de Fisher ( * ) con una p £ 0.05
mientras que con ANOVA de Rruskal-Walis ( ** ) mostrd diferen
cias significativas con p < 0.05 por 1o gque se aplicd un t-
Student y se pudo ver que las diferencias fueron al comparar'

el grupo control contra grupos tratados con p < 0.05.
Al aplicar el coeficiente de correlacidén y la regre-

sidén miiltiple con una p < 0.05 no mostrd un efecto dosis -

dependiente, con r = 0.144 y n = 24.

( CUADRO 1, GRAFICA 1, ).

* PRUEBA PARAMETRICA.

++ PRUEBA NO PARAMETRICA.




MICRONUCLEOS EN SANGRE PERIFERICA

DIFERENTES DOSIE DF GOLCHICINA
No. DE MNs EN 8000 CEL
18(
13}
1
ol
7t
s
sl
00646  0:12916 0.2883 08160 10830
DO8I8 mg / K :
BN x ScontrROL
' N GRAFICA No: 1
Mo DOSIS ma / k|MEDIA % |DES. ESTAH.;‘iV (¥
1 8 69167 3.1299. 4
2 B.9646 12.6276 6.1985 4
3 0.1292 | 10.8467 1.5547 4
4 T o.2583 | 1z.9125 4.1691 4
5 8.516 12.357% 5. 8362 4
6 1.933 12.46@53 4.3998 4

* No. DE MNs EN .
8000 CEL.

CUADRO 1
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FIGURA 4

MNs en eritrocitos de sangre periférica de raton’
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MICRONUCLEOS EN MEDULA OSEA DE RATONES TRATADOS CON
DIFERENTES DOSIS DE COLCHICINA

La prueba de MNs en Médula dsea con diferentes dosis
de colchicina mostrd diferencias significativas entre grupos'
al aplicarles el ANOVA de Fisher ( * ) con p < 0.05 mientras
qﬁe con ANOVA de Kruskal ~ Wallis ( ** ) no mostrd diferen---
cias significativas con p < 0.505 por lo que se aplicd una t-

- Student la cual fue no significativa con p < 0.05.
Al aplicar el coeficiente de correlacidén, y la regre-

sibén miiltiple con p < 0.05 mostrd un efecto dosis-dependen--

cia con una ¥ = 0.7489 y n = 19.

( CUADRO 2, GRAFICA 2 )
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MICRONUCLEOS EN MEDULA OSEA
DIFERENTES DOSIS DE COLCHICINA

MNs EN 2000 CEL.

ul :
ol & »\E
*! | —§h§h§ﬁ§

0.0000

0.06848 0.1292 0.2683 0.6166 1.0330
DOSIS mg/ K

Il MEDIA MNa DIF. DOSIS MNs ESPERADOS

GRAFICA No. 3

[\{= % DUSIS mg / k MEDIA % DES. ESTAN. M
i 0 8,333 4,041 &
2 0.0646 ?.8 E.5833 z2
3 G.1292 12.9 5.129 4
4 G.2583 16.887 10.347 3
5] 0.59186 23.373 13.914 4
& 1.033 &5 5 41.48444 =

¥ hNo. DE MNS EN
2000 CEL .

CUADRO 2




FIGURA 5

MNs en méduia osea de raton.
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INDICE MITOTICO EN MEDULA OSEA DE RATONES TRATADOS
CON DIFERENTES DOSIS DE COLCHICINA.

La prueba de Indice mitético en médula b6sea con dife
rentes dosis de colchicina mostrd diferencias significativas’
entre grupos al aplicarles el ANOVA de Fisher ( * ) con p<L
0.05 mientras que con ANOVA de Ruskal Wallis ( ** ) no mostrd
diferencias significativas con p < 0.05 por lo que se aplicd’
una t-Student y se pudo ver que las diferencias fueron al com
~parar el grupo control contra 105 grupos tratados con p < -~

0.05.

Al aplicar el coeficiente de correlacién y la regre-
sién miiltiple con p & 0.05 no mostrd un efecto dosis ~ depen

dencia con una é r = 0.2427 y n.= 23.

( CUADROC 3, GRAFICA 3 )
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- INDICE MITOTICO EN MEDULA OSEA
DIFERENTES DOSIS DE COLCHICINA

LM, EN 300 CEL.
20
18} - ]
1o . [
§ » I -
0.0000 0.646 1.292 2.583 6.187
DOSIS mg / K
B MeDIA LM, DIFDOSIS N .M. ESPERADO
GRAFICA 3
MNo. DOSIS mg /7 k MEDIA X DES. ESTAN. N
1 ) 4.9 Q.663 4
2 . 646 18.4 [.3&7 3
3 1.29 16.54 4,664 S
4 2,582 16,7 F.08 5
5 8.1467 14.68 - 4,489 4

¥ Ne. DE I.HM. EN
00 CEL..

CUADRO 3



Indice Mitotico de ratéon.
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CONCENTRACIONES ACTIVAS EN MICROLITROS Y CONCEN-—
TRACION DE CARBOHIDRATOS DE LOS EXTRACTOS PARA —
PRODUCIR “IN VITRO” 100% INMOVILIZACION-AGLUTINA-

CION DE ESPERMATOZOIDES DE RATON.

microlitros carbohidratos
1.- Ralanchoe blossfeldiana * 10 500 ug/ml
2.- Echeveria gibbiflora * 15 1700 ug/ml
3.~ Bursera multijuga * 100 424 ug/mg
4.- Sedum oxipetalum * 20 102.5 ug/mg

* Sistema de incubacién 2 x 107 espermatozoides por -

0.5 ml de Ham F-10 pH 7.4.

CUADRO No. 4
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MICRONUCLEOS EN SANGRE PERIFERICA DE RATONES TRA
TADOS CON LOS EXTRACTOS DE LAS PLANTAS.

La prueba de MNs en sangre periférica con extractos’'
mostrd diferencias significativas entre érupos al aplicarles®
el ANOVA de Fisher (' * ) con p<& 0.05 y con el ANOVA de Krus-~
kal Wallis ( ** ), al aplicarles la t-Student con p< 0.05 se
pudo ver que las diferencias fueron al comparar el grupo con-
trol con los grupos tratados con Echeveria gibbiflora y Burse

ra multijuga con p ¢ 0.05 y n = 50.

( CUADRO 5, GRAFICA 4 ).
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MICRONUCLEOS EN SANGRE PERIFERICA
CON EXTRACTOS DE PLANTAS

MNs EN 8000 CEL.

60 -

K. bloasfeldlana E.gibbiflora B. multijuga 8. oxipetalum
EXTRACTOS/CONTROL

MNs DIF. EXTRACTOS MNs CONTROL

GRAFICA 4
Mo. EXTRACTOS MEDIA X [DES. ESTAN. M
1 CONTROL 17.077 D.2E5 10
2 K. blossfeldiana 15.167 x.86% 10
3z Z. gibbiflora 4.8 19.0%58 10
4 E. multijuga 20.888 3.312 1o
3 S. oxipetalum 16.938 S5.42 10

¥ No. DE MNS ERN
SO0o CEL.

CUADRO 5
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INDICE MITOTICO EN MEDULO OSEA DE RATON, TRATADOS
CON EXTRACTOS DE LAS PLANTAS.

La prueba de Indice mitbtico con extractos no mostrd
diferencias significativas entre grupos al aplicarles el - ~
ENOVA de Fisher ( * ) y ANOVA de Kruskal-Wallis ( ** ) con p
< 0.05 10 que se confirma al aplicarles la t-Student con p<

0.05 y n = 50.

( CUADRO 6, GRAFICA 5 ).
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INDICE MITOTICO EN MEDULA OSEA

CON EXTRACTOS DE PLANTAS

L.M. EN 300 CEL.

— S
(4]
K. blossfeldiana E. gibbiflora B. multijuga 8. oxipetalum
ExTRACTOS ¥ coNTROL
GRAFICA 5
No. EXTRACTOS MEDIA % | DES. ESTAN. N
i CONTROL. b.469 4,24 10
2 k. blossfeldiana B.15 Z.18% 10
= E. gibbificra 4,552 0.926 10
4 B. multijuga 4.218 2.893 10
3 5. oxipetalum = 4.7%8 10

¥ Nc. DE I.pi. EN

E00 CEL.

CUADRO 6




DISCUSIONES
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MICRONUCLEOS EN SANGRE PERIFERICA Y MEDULA OSEA

Para determinar las dosis de colchicina se realizé -
un experimento piloto utilizédndose las siguientes concentra--

ciones:

mg / K

10.3 8.266 4.133 2.133 1.033

En este ensayo los animales usados presentaron un =-
cuadro de intoxicacién y murieron, exceptuando los animales -
tratados con 1.033 mg/K de colchicina, partiéndose de ésta, -
para las subsecuentes dosis, 1las cualés se delimitaron dismi-
nuyendo la concentracidn de colchicina‘por mitad cada vez -~

( CUADRO 1, GRAFICA 1 ).

En la prueba de MNs en sangre‘periférica, las dife--
rentes concentraciones de colchicina no dieron una respuesta'
dosis-dependiente, comporténdose como finica dosis, con respec
to a los controles si hay diferencia significativa en el in~-

cremento de los MNs.

El no haber encontrado respuesta dosis-dependiente -

puede ser debido a que de manera natural la mayorfia de los —-
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eritrocitos micronucleados son elimirdados de la circulacién -
por el sistema reticuloendotelial principalmente por el bazo.
Otra posibilidad seria el que los rangos de colchicina no fue
ran suficientemente amplios para observar dosis-respuesta en!
sangre periférica, dichos rangos no se pudieron incrementar -
por la toxicidad del compuesto, por lo que se sugiere utiliji--
zar un agente menos téxico y con conocida accién statmocinéti

ca o/y clastogénica.

De esta manera tenemos en médula Ssea las mismas con
centraciones de colchicina dieron una respuesta dosis-depen--
diente muy probablemente a este nivel no existen mecanismos -
que eliminen ningln tipo de células dafiadas, podemos decir --
que la prueba dé MNs en médula 6sea es més sensible, sin em--
ibargo utilizar la técnica es m&s laborioso, puede presentar -
mayores problemas, implica la muerte del animal y mayor costo

( CUADRO 2, GRAFICA 2 ).

Les problemas que se presentaron al realizar estos -

experimentos fueron 1los siguientes:

Al leer los frotis de los ensayos 1, 2, 4, 6, no se’
encontraron MNs, no por que no haya, sino muy probablemente -
debido a que en la técnica original (34) reportan el uso del’
suero fetal bovino el que substituimos por solucibn salina fi
sioldgica al 0.9% esta did excelentes resultados con rata y -
no asi con ratdn por el pequefio volumen de material que se ex

trajo, por 1o que se sugiere usar el mayor nimero de huesos -

posibles.
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Asi tenemos que la técnica presenta las siguientes:

Ficil y répida.
Se utiliza solo el agente a probar.
El significado de los MNs es claro.

La formacidén MNs espontinea es baja y uniforme en =
cada especie.

In vivo como In vitro, el nfimero de células conta--
bles es ilimitado. -

1
La técnica puede realizarse en células que estén en
e z
continua divisidén como en médula 6sea, células ger-
minales asi como en sangre periférica.

Es utilizable en Mamiferos, en otros vertebrados y'
vegetales.

AS:

En células con poco citoplasma no son ficilmente --
distinguibles de 16bulos de nucleo normal o de pro-
yecciones.

No detecta agentes que no producen fracturas o reza
gos anafisicos ( Esto es reareglos cromosdmicos sin
ocurrencia de fragmentos acéntricos: - Traslocacio-
nés, Inversiones ).

No se puede utilizar en poblaciones celulares que -
no se dividen.

No detecta procarcinégenos, ni promutégenos con pe-
r1odos cortos de ap11cac1on que requieren reactiva-
cidén metabdlica.

No detecta cancerigenos érgano-especificeés.

No detecta cancerigenos especie-especificos.
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INDICE MITOTICO

Se probaron diferentes cantidades de colchicina den-
tro del rango reportado en la literatura 0.001 - 1 (72), -

(cuADRO 3).

La concentracién que permitid observar mayor nimero!
de mitosis fue 0.646 mg/K sin que haya sido estadisticamente;
significativa al compararla con las otras dosis. Dado gue ==&
las diferentes concentraciones se van incrementando al doble’
cada vez hasta la dosis mis alta que fue de 5.16 mg/K la cual
produjo diarrea al animal, se decidid promediar las diferen—
tes dosis excepto la mds alta. El1 promedio de las concentra-
ciones fue 0.045 mg/K, dosis muy similar a la utilizada en —-—
cultivos 0.05 mg/K (72), por 16jque se decidibé ésta Gltima pa

ra los ensayos con extractos de plantas, (CUADRO 3, GRAFICA -

3).

MICRONUCLEOS EN SANGRE PERIFERICA E INDICE MITOTICO
EN MEDULO OSEA CON EXTRACTOS DE PLANTAS

Originalmente se pensd que la concentracidén de carbo
hidratos seria la base para determinar las dosis de los ex---
tractos, sin embargo la actividad ” in vitro" varia indepen---
dientemente de éstos; por 1o gue en este experimento se asig-
né la cantidad de extracto administrado en base a la acepta--—

cibén del animal.

Tomando en cuenta que en las cuatro plantas utiliza-
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das en este experimento la cantidad de carbohidratos no est&‘
directamente relacionado con la actividad aglutinante - inmo-
vilizante de los espermatozoides Yn vitro® como se reporta -
en la literatura (53), se sugiere tomar como paré&metro para -

determinar las dosis el peso seco de cada extracto.

Los extractos de Echeveria gibbiblora y Bursera mul-
tijuga produjeron un incremento en el nfimero de MNs, lo que -
indica que los extractos contienen compuestos de efecto geno-
tdxico, en el caso de Kalanchoe blossfeldiana y Sedum oxipe-—-
talﬁm no se observaron diferencias estadisticamente significa
tivas al comparérlas con los controles, sin embargo al obser-

var el comportamiento de K. blossfeldiana contra el control,-

seé aprecia una ligera disminucién en el nfimero de MNs 1o que’
podria hablar de un efecto protector a la formacién de MNs -

(73). (CUADRO 5, GRAFICA 4)

Dado que al acelerar la divisién celular puede haber
mayor margen de error y dar origen al incremento de MNs, se -
descartd la posibilidad de que 1os extractos estuvieran alte-~
rando la divisidén celular por medio de la prueba de I.M. la -
cual reflejé qﬁe los animales tratados contra los controles -
no presentan diferencia estadisticamente significatiya. (Cua-

DRO 6, GRAFICA 5)

Como el volumen tomado por los animales varia, al --
ser diluido el extracto en el agua del bebedero no ingieren —

la cantidad programada, ademids se contamina y hay gque cambiar .
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a diario la dilucidn por lo gue se propone gue para futuros -
ensayos se dé a los animales de manera forzada los extractos’

diluidos en un volumen conocido.

Al momento de probar los extractos para ver su efec-
to anticonceptivo “in vivo”?, se propone separar 10s compues-—
tos de los extractos de E. gibbiflora y B. mulfijuga y verifi
car si l1a parte activa no es 1a'genot6xica, en el caso de K.-—

blossfeldiana se sugiere ampliar el nimero de muestra para —-—

constatar si tiene actividad protectora a la formacidén de MNs

(73).

MICRONUCLEOS EN MEDULO OSEA EN ANIMALES TRATADOS
CON EXTRACTOS

_Para estos experimentos no se trabajaron los MNs en'
médula 6sea, dado que solo se extrajeron de los animales hue—
sos largos de las patas posteriores, el material medular que'
de éstos se obtuvo fue muy éoco: dado que el procedimiento pa

ra tener mitosis y MNs es diferente se optd por realizar el -

I.M.

Para futuros trabajos se sugiere extraer el mayor nil
mero de huesos posibles y dividir en 2 el material medular pa

ra realizar ambas pruebas.
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La prueba de Mns en sangre periférica con diferentes
dosis de colchicina no mostrd un efecto dosis-dependiente afin
gue si hubo diferencias estadisticamente significativas con -

respecto a controles.

La prueba de MNs en médula 6sea con diferentes dosis

de oclchicina mostrd un efecto dosis - dependiente.

La prueba de I. M. no mostré un efecto dosis - depen
2diente sin embargo las diferentes dosis con respecto al con-
trol, originaron un incremento estadisticamente significati--—

vo.

Al aplicar la prueba de MNs en sangre periférica con
animales tratados durante 30 dias con extractos de las plan--
tas, se observd que E. gibbifloré B. multijuga producen un'’
incremento de MNs estadisticamente significativo con respecto
al control, por lo tanto la hipétesis de trabajo no es vélida

para estas dos plantas.

Sin embargo al aplicarles la prueba de I. M. no hay
diferencia estadisticamente significativa con respecto al con

trol.
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