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Debido al crecimiento de la población mundial tan 

acentuado y a que cada día resulta mis dificil la obtención -

de satisfactores para una vida de calidad, la regulación del 

número de miembros de una familia es una preocupación seria -

de gran actualidad que requiere atención oportuna y adecuada. 

La tendencia de regular la fertilidad no es un problema que -

adquiere vigencia en tiempos modernos; ya que los egipcios de 
1 

hace 4000 años ya describen la prictica de controlar la fert1 

lidad. 

En Grecia hace 2000 años, Aristóteles pensaba que se 

podría servir mejor a la civilización manteniendo una pobla-­

ción estacionaria. Se utilizaban preparaciones a base de rai 

ces que producían esterilidad en ~a mujer, hierbas y hojas de 

irboles, píldoras de mercurio, incluso pócimas con arsénico -

que llegaban a causar la muerte de la madre ( 1 ). Entre los 

hombres ilustrados de ésta época, se daba por sentado la rel~ 

ción semen y embarazo; esto se constató hasta el invento del 

microscopio con el que fue posible ver los espermatozoides 

vivos. 

Hay también antecedentes de los Indúes, Chinos y Ja-

poneses que se refieren a el uso de pastas, gomas y geles con 

lo que aparentemente interferían con la motilidad y la viabi­

lidad de los espermatozoides dentro de ~a vagina. 
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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 número 

de nacimientos parece tan antiguo como la humanidad. 

Durante muchos siglos se han utilizado métodos de 

control natal basados en la supuesta relación semen-preñez. -

Uno de los métodos es el "coi tus interruptus '' que es el an­

ticonceptivo masculino más antiguo que se conoce. Ya se des­

cribe en el Génesis ( capítulo 38; 9 ) y en ·el Talmud fna. muy· 

popular entre los griegos y los romanos. Se practica muy am­

pliamente en países industrializados, en el este de Europa, -

Francia, España y Estados Unidos ( 2,3 ). Conforme avanzó el 

conocimiento sobre la fisiología del aparato genital femeni-­

no, comenzaron a adoptarse otros métodos, como el método ~el' 

ritmo (OGINO - KNAUS),, la temperatura basal ( TB ) , se utiliza 

como método complementario a los anteriores, al igual que el' 

de la ovulación o· de Billings !2, 4). 

Simultáneamente a estos métodos se desarrollÓ e in-­

crementó el uso de hormonas y prostaglandinas por vía oral o• 

inyectada (2,5,6,7). 

Entre los métodos más exitosos de la actualidad ten~ 

mos a los Dispositivos Intrauterinos (DIUs), aunque Hipócra-­

tes observó efectos anticonceptivos colocando un cuerpo extr~ 

ño en el interior del útero, los árabes y turcos nómadas colQ 

caban un pedazo de cuero en el útero de los camellos para evi 
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tar preñez. La anticoncepción intrauterina moderna se inicia 

en 1909 con Richter, quien utiliza una asa de hilo de seda, -

método que fue modificado en 1929 por Grafenberg añadiéndole' 

un hilo de plata y en 1934 Ota cambiÓ los metales por plásti­

co. Hoy en dÍa existen gran diversidad de DIUs entre ellos -

tenemos; Dispositivos inertes, (Assa de Lippes, Dalkon Shield 

Safe- T- coi!). Dispositivos liberadores de hormonas, Dis­

positivos liberadores de iones (Cu - T, Multiload Nova - T y 

TC 380A de reciente introducción (2,7,8 y 9). O bien el em­

pleo de métodos irreversibles o quirúrgicos como: la vasecto­

mía y ligamiento de trompas ( 7 ). 

Es de hacer notar que el desarrollo de la anticonceE 

ción masculina es mínima, en la actualidad los dos métodos de 

control de la fertilidad de que dispone el varón son el qui-­

rúrgico y el preservativo. Por lo que no es de extrañar que' 

los esfuerzos más notorios se centren en la meta de encontrar 

un anticonceptivo para el varón, en teoría su elaboración po­

dría ser encaminada a: interferir con la espermatogénesis, im 

pedir la maduración espermafica, obstaculizar de alguna mane­

ra el tránsito de los espermatozoides en cualquier segmento -

del conducto del sistema reproductor desde el testículo hasta 

deferentes. 

Hasta el momento se han descubierto distintas subs-~ 

tancias químicas que cumplen con cada una de las funciones -­

enumeradas, pero sus efectos son incompletos o tienen efectos 

secundarios indeseables. Así por ejemplo la combinación de -
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estrógenos y progestágenos, utilizados en la píldora femenina 

en el macho; inhibe la producción del esperma pero en la mayQ 

ría de los varones provoca una fuerte disminución en el inte­

rés sexual que suele degenerar en impotencia. En la actuali­

dad se está trabajando en un tipo de pÍldora a base de testo~ 

terona y progestágenos; pues parece que no tiene los efectos• 

secundarios sobre la eyaculación que presentan los estrógenos 

y por lo general no alteran la función sexual. No obstante,­

estas pÍldoras solo inhiben eficazmente la producción del es­

perma durante un corto espacio de tiempo ( 7 ). 

La terapia por medio de plantas medicinales tienen·­

orígenes 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 año• 

1500 a.c. ( 10 ). Actualmente el empleo de la fitoterapia se 

sigue practicando en casi todo el mundo, en'forma de medicina 

ind!gena, Tradicional y Científica ( 11 ). 

Es muy interesante hacer notar que diferentes grupos 

de investigadores, utilizando produ~tos no hormonales de plan 

tas han demostrado posibilidades de éxito, todavía en fase .e~ 

perimental, por ejemplo Aristolocha indica sinensis, cuyo 

efecto es inhibir la espermatogénesis (12), Hibiscus rosa si­

nensis, en rata afecta la espermatogénesis (13), además de a~ 

terar el ciclo estral, reducción en el peso del útero, ovario 

e hipófisis (14), estos efectos son variables dependiendo de• 

la estación del año en que se hace la colecta (15), las semi-
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llas de Carica papaya, con efectos anti-~mplantación, produ--

cen cambios en el peso de los órganos genitales y modifica el 

patrón de la espermatogénesis (16), Phytolaca dodecandra es -

un potente espermaticida (17), Malvaviscus conzattii reduce ~ 

significativamente el número y la motilidad de los espermato-

zoides y produce cambios en la histología testicular (18), 

Arum maculata y Arum orientale de las que es utilizada la 

ra!z, se ha visto que el extracto reacciona específicamente -

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 

plantación 94 plantas (Arbus precatorius, Pueraria tuberosa,­

Pruns mehaleb Linn), Anti-espermáticos 90 plantas (Bursera --

serrata) (20). 

En una reciente comunicación China se mencionan dif~ 

rentes efectos del Gossypol; impide la producción del esperma 

inmoviliza los espermatozoides, destruye las enzimas de la ZQ 

na acrosomal, variando su efecto dependiendo de la dósis (2,-

21 y 22). En humano ~in vitro~ inhibe la reacción acrosomal' 

{23), así como la penetración al ovocito por el espermatozoi-

de debido a la hidrÓlisis de la zona pelucida (22-23). En 

hamsters algunos isómeros del gossypol producen degeneración• 

de las mitocondrias de los espermatozoides {24). Aunque el-

gossypol es uno de los compuestos que se han utilizado mucho' 

en diversos ensayos de la anticoncepción masculina, se conti~ 

núan las investigaciones con derivados de este polialcohol --
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con el propósito de encontrar el derivado que conserve activ~ 

dad anticonceptiva con la posible reducción de efectos inde-­

seables (2}. Sin embargo estas actividades siguen en fase e~ 

perimental y no ha sido posible establecer estos efectos en -

humanos, con la mayoría de las plantas en estudio exceptuando 

el Tripteryguium wilfordii, planta que se utiliza principal-­

~mente en tratamiento de artritis y lesiones en la piel, ob-­

servándose que con dósis menores a las administradas clÍnica­

mente para estos padecimientos, se produce destrucción de los 

espermatozoides a nivel epididimario, sin alterar el peso co~ 

poral y las concentraciones de Na, K y'·de la hormona folículo 

estimulante ( FSH ), en suero sanguíneo y con mínimos efectos 

a nivel testicular (25). Esta actividad resultÓ especifica~ 

para el sexo masculino, por 1~ que actualmente se está traba­

jando en clínicas para regular la fertilidad masculina en fo~ 

ma reversible (26). 



ANTECEDENTES 
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Es bien sabido que existen compuestos de origen veg~ 

tal con conocido efecto citotóxico como son los alcaloides di 

méricos que se obtienen del perinwinkle Vinca rosea de forma• 

tradicional se utilizan en el tratamiento de diabetetes melli 

tus, produce granulocitopenia y supresión de la médula ósea,­

estos alcaloides son vinleurosina, vinrosidina, sulfato de 

vinblastina, vincristina¡ de éstos los dos Últimos son los 

más utilizados en el tratamiento de tumores malignos (27,28). 

Otros compuestos son los Aflatoxinas Bl ( AFB ), desechos del 

hongo Aspergillus flavus que son hepotóxicos y hepatocarcino­

genos en diversas especies animales, en bacterias es mutagéni 

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

en la medicina indígena como vomitivo, purgante antihelmínti­

co, tiene alta actividad terap~útica en humanos con neopla--­

sias, en células cancerosas pulmonares, tumores testiculares, 

enfermedad de Hodgking's, en la propagación de linfoma histo­

cítico. Son referidos a etopósido ( VP - 16 - 213 ) y tenipQ 

sido (VM- 26). Tiene efecto en la función estructural de-­

los microtúbulos (27) •. 

Otro grupo de especies vegetales de los que se ex--­

traen compuestos con actividad citotóxica e inhibición de tu­

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

trum dasycarpum, Cyclea peltata, Croton macrostachys, March -

orqanus, Taxodium distichum, Brandeqea bingelovii, Acnistus 
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arborescens, Withania somnífera, Eelephantopus elatus, {de la 

que se extraen la elefantina y la elepantopina) Eupatorium 

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

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

phalum, Helenium amarum de las que se extraen la tenulina y -

la helenalina respectivamente que son agentes inhibidores de' 

la síntesis del ADN por lo que son utilizados como anticance­

rígenos (30, 31). 

El m{!todo clásico o "in vitro" para probar daño citQ. 

genético es el examen de las preparaciones de 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 que contenga un medio de cultivo específico, un mitogénico 

y antibiótico, 2 h antes de la cosecha se agrega colchicina.­

Después de 72 h se cosecha con hipotónica, se fija con Acido' 

acético etanol y se prepara el frotis. La Tinción es con 

tripsina y se cuentan 16 metafases. Desafortunadamente este' 

método es costoso y consume mucho tiempo, y algunas veces ti~ 

ne un bajo poder estadístico por el número de metafases a ex~ 

minar (32, 33). Otro método poco conocido con mucho poten--­

cial es la prueba de mitronúcleos (MNs) que~in vivo~ sirve p~ 

ra detectar el efecto de agentes mutagénicos a nivel cromosó­

mico, identificar cromosomas acéntricos y/o cromosomas rezag~ 

dos, que al quedar fuera del núcleo forman los MNs (34, 35).­

Detecta agentes clastogénicos como statmocinéticos (afectan -

el huso mitótico) (33, 36) pudiéndose diferenciar unos de 

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

Diferentes tamaños de MNs en sangre periférica de ratón. 
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FUNDAMENTO DEL METODO 

El método de los MNs está basado en el siguiente 

principio; en anafase cualquier fragmento cromosómico que no' 

posea centrómero no podrá integrarse a un núcleo pues carece' 

del elemento indispensable para orientarse en el huso acromá-

tico. (Fig. 2) 
FIGURA 2 

Después de la telofase los cromosomas normales así -

como los fragmentos que posean centrómero dan origen a los n~ 

cleos de las células hijas normales. Los elementos rezagados 

quedan incluidos en el citoplasma de las células y una consi~ 

derable proporción es transformada en uno o varios núcleos s~ 

cundarios los cuales son como regla mucho más pequeños que el 

núcleo principal de ahí su nombre de MNs (33). (Fig. 3) 

FIGURA 3 
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Eventos similares ocurren si el funcionamiento del -

aparato mitótico es dañado por ejemplo con vinblastina, vin--

cristina o colchicina (33), el núcleo principal es reemplaza-

do por un grupo completo de pequeños nÚcleos, los cuales en -

general, son considerablemente más grandes que el tipico MN -

(33, 37). Después de que el eritroblasto expulsa su nÚcleo-

para convertirse en eritrocito, por razones aún no conocidas' 

MNs permanecen en el citoplasma de los eritrocitos jóvenes 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 micronÚcleados en sangre peri 

férica de ratones expuesto a por lo menos 4 dias a un agente' 
; 

con probable efecto genotóxico (38), otros estudios proponen• 

poblaciones celulares de queratinocitos con lo que se ha de-­

-mostrado que pueden ser utilizados para investigar tanto gen.Q 

- tóxicos como carcinogénicos y que la inducción de MNs puede -

ser un signo de inicio de cáncer de piel (39), lo mismo que -

utilizando células de la mucosa de la boca, la presencia de -

MNs se ha podido asociar con alteraciones citológicas 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 división celular facilitando con esto la -

manifestación de los MNs nuevos en hepatocitos que son expues-

tos a agentes genotóxicos o carcinógenos (42, 43), lo mismo se 

puede realizar en células germinales en las que de existir un• 

daño genético, este podria ser trasmitido a la descendencia --
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(44, 45). Para probar algún posible genotóxico con esta téc­

nica, se pueden utilizar animales de laboratorio como: la ra­

ta (46), ratón (36, 47), hamster (33) y algunos primates como 

el Macaca fasicularis en el que los estudios se han extendido 

a~~a médula ósea de los fetos de las madres tratadas (48) y -

~ltimamente se proponen otros tipos de organismos como verte­

brados no mamiferos, Xenopus laevis y Pleourodeles waltl, cu­

yos eritrocitos son muy grandes y la observación de las célu­

las micronÚcleadas 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 qolch:ic'ina a un animal o se -

añade a un cultivo celular en el cual estén las células multi 

plicándose, toda célula que entre en mitosis después de ac~~~~ 

tuar la colchicina, no la completa, en consecuencia, se acumQ 

lan imágenes de mitosis. Sin embargo, si en un momento deteL 

minado (antes que desaparezca la colchicina) se cuenta el nÚE 

mero de imágenes de mitosis, el número obtenido corresponde -

prácticamente al número de células en el tejido o:cültivo ce­

lular que entraron en proceso de mitosis durante ~1 tiempo en 

que se efectúe el experimento. En las estructuras y órganos' 

del cuerpo donde la multiplicación celular está regulada, co­

rresponde a la pérdida o a la muerte de células por lo tanto, 

es posible usar colchicina para estimar la inteasidad de re-­

cambio de la población celular determinando la proporción de' 

células 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 investigación sobre la utilización de substan---

cias obtenidas de plantas Crassulaceas y Burseraceas como po-

sibles reguladores de la fertilidad en mamiferos. Se ha pod! 

do demostrar que los extractos crudos acuosos o etanólicos de 

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

multijuqa, Bursera fagaroides (55, 56), Echeveria gibbiflora• 

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

nen propiedades 11 in vitro" de aglutinar e inmovilizar los es-

permatozoides de humano, rata y ratón; 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 etanólicos de 

Sedum oxipetalum y Bursera multiiuga administrados por via 

oral producen infertilidad sin producir alteraciones en el ia 

dice mitótico en médula ósea, ni en la formación de MNs en 

sangre periférica y médula ósea, como prueba de daño genot6x! 

co con las técnicas previamente estandarizadas. 

DESCRIPCION Y TAXONOMIA DE LAS PLANTAS EN ESTUDIO. 

Sedum oxipetalum 

DIVISION 
SUBDIVISION 
CLASE 
SUBCLASE 
ORDEN 
FAMILIA 
GENERO 
ESPECIE 

Magno1i9pt1yta 
Angiospermae 
Dicotiledónea 
Rosidae 
Rosales 
Crassulaceae 
Sedum 
oxipetalum 

Es un arbusto erecto, que mide entre 0.5 y 1.5 metros 
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de altura, ramificado, con una cutícula que cubre a la corte-

za en forma de delgadas capas amarillentas fácilmente despren 

dibles, sus hojas son alternas, espatuladas, emarginadas, ci-

mas terminables multifloras. Tiene flores p~queñas. Cá1iz -

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 ó 2 de ancho. Androceo con 

10 estambres, con filamentos rosados y anteras rojas o amari-

!la-rojizas. Gineceo con pistilos simples, con carpelo cada' 

uno. Ovario súpero. Tiene 5 carpelos y muchos óvulos. Los' 

frutos son folículos membranáceos o coriáceos. Florece de j,!! 

lío a octubre. Esta planta se encuentra generalmente en zo*-

nas montañosas y lechos de lava, principalmente en el Edo. de 

México (59, 60, 61). 

Burcera Multiiuqa 

DIVISION 
SUBDIVISION 
CLASE 
SUBCLASE 
ORDEN 
FAMILIA 
GENERO 
ESPECIE 

Magnoliophyta 
Angiospermae 
Dicotiledoneas 
Rosidae 
Geraniales 
Burceracea 
Bursera 
multijuga 

La familia Burcerasea se caracteriza por agrupar ár-

boles o arbustos generalmente resinosos, con hojas alternas,-

rara vez opuestas pinadas o trifoliadas, sin estípulas. Flo-

res actinomorfas, hermafroditas o unisexuales, pequeñas y veL 

dosas. Cáliz de 3 - 5 sépalos valvadas, corola 3 - 5 pétalos 

rara vez ausentes, libres o unidos en forma variable, imbric~ 
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cados o valvados, disco presente. Estambres en número igual'· 

o doble que los pefalos, ~ón~los-rilamentos libres y anteras' 

biloculares de dehiscencia longitudinal. Ovario súpero 3 - 5 

carpelar, 3 - 5 locular, con 2 óvulos, rara vez con placentas 

axiales. Frutos drupáceos o indehicentes, o seco y entonces' 

dehicente por valvas, con 1- s·huesos monospermos. 

Esta familia consta de unos 20 géneros y más de "§00 

especies distribuidas principalmente en América, Africa y 

Asia tropical. Comprende especies de importancia económica,-

de las que se utilizan las resinas y gomas para la fabrica---

ción de cementos y barnices (61, 62). 

Burcera multiiuga, presenta hojas una vez pinadas, -

una o varios pares, principalmente elípticas 2-3 ( -5 ) cm de 

longitud, agudo o terminado en punta, algunas filada o acerr~ 

da, inflorescencia corta y pendículada. Corteza paperacea rQ 

ja. Es un árbol de tamaño moderado ~ 10 -12 m de alto), troQ 

co rojo de 30 cm de diámetro, es una planta que crece en pen-

dientes, cañadas, barrancas, etc. El fruto es de 5 -7 pares' 

de hojas, con inflorescencia delgadamente pendinculada (62, -

63). 

Echeveria gibbiflora 

DIVISION 
SUBDIVISION 
CLASE 
SUBCLASE 
ORDEN 

Magnoliophyta 
Angiospermae 
Dicofiledoneas 
Rosidae 
Rosales 



FAMILIA 
GENERO 
ESPECIE 

Cra:ssulaceae 
Echeveria 
gibbiflora 
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Planta glabra con tallos simples o ramificados, gru~ 

sos hasta de 1 m de alto ( A veces en sitios 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 SQ 

bre todo la superficie, ovaladas u oblongas-espatuladas, con' 

el envés aquillado, has concavo ( de 12 - 30 cm de largo por' 

7 - 15 cm de ancho (, ápice triangular o escotado, pedúnculo' 

floral con hojas semejantes a las de la roseta pero más redu-

cida, el eje de la inflorescencia mide más de 60 cm de largo; 

inflorescencia paniculada de color rojo-amarillo y a veces --

pruinosos, sépalos desiguales laceoladas de 7 mm a 1.5 cm de' 

largo, corola de 12-14 mm de largo con el tubo corto, lÓbulos 

lanceolados, aquillado embonados en la basé,. 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 
SUBDIVISION 
CLASE 
SUBCLASE 
ORDEN 
FAMILIA 
GENERO 
ESPECIE 

Magnoli9P!r:Yta 
Angiospermae 
Dicoti lE!doneas 
Rosidae 
~osales 

Craselacea 
Kalanchoe 
blossfeldiana -
(T.hum - 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 

brillante, con bordes rojos; a partir de la mitad hacia la -­

punta algo calcadas y muescadas. Flores en un tallo, con ca­

bezuelas de flores numerosas, cada una de 9 mm a 10 mm de dii 

metro, de color rojo escarlata, florecen de enero a abril. 

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



H I P O T E S I S 
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Los extractos etanólicos de Sedum oxipetalum de ~ 

sera multijuqa y los crudos acuosos de Echeveria qibbiflora y 

Kalanchoe blossfeldiana ( Thum-thum ) suministrados por via -

oral a ratones de la Cepa BLAB/c no producen diferencias sig­

nificativas en la formación de micronúcleos en sangre perifé­

rica y médula ósea con respecto a los controles. 



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

etanólicos de Sedum oxipetalum, de Bursera multiiuqa y de los 

extractos crudos acuosos de Echeveria qibbiflora y Kalanchoe­

blossfeldiana ( Thum-thum ). 



OBJETIVO PARTICULAR 
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Estandarizar las condiciones operativas de las prue-

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

ósea e Indice mitótico en Médula ósea. 



MATERIAL 



EQUIPO 

Balanza granataria 
Balanza analítica 
Rotavapor 
Baño maría 
Bomba de vacío 
Espectro fotómetro 

Estufa eléctrica 
Incubadora 
Centrífuga 
Desmineralizador 
Vórtex 
Microscopio 

OHAUS 
CHYO JUPITER C3-200 
BULCHER INSTRUMENTS 
THELCO 188 
WELCH MOD. 1402 
COLEMAN Ga 20 L.J. 
!!A 
CHROMALOX 
FIBROSYSTEM 
SORVALL GCC-1 
CRISTALAB CL-5 
BENIE H 550-G 
ZEISS 

INSTRUMENTAL MENOR 

Termómetro con escala de O a 110°C 
Refrigerante 
Micropipeta de 50 mm HAMILTON 
Pipetas pasteur 
Micropipetas y puntas EPPENDORF 
Portaobjetos 
Cubreobjetos 
Tubos de ensayo PYREX 
Mortero de Agata 
Tijeras de disección 
Vaso de precipitado 
Fibra de vidrio 
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Antrona 
Colchicina 

H
2
so

4 
Ham F-10 

Wright 

Geimsa 

REACTIVOS 

Aceite de inmersión 
-(Tipo A, baja viscosidad) 

SIGMA 

SIGMA (Cat. 3915) 

MERCK 

SIGMA (Cat. NQ 1387) 

IMSS 
IMSS 

(AMSA Cat. 515) 

Solución salina fisiolÓgica 0.9 

KC1 0.075 M 

Ac. acético etanol (3:1) 

Fosfato monofosfórico ( KH2Po4 
Fosfato disódico anhidro ( Na 2HP04 

Hexano 

Etanol 

Butanol 

SOLVENTES 

MERCK 

MERCK 

MERCK 

MATERIAL BIOLOGICO 

Ratones de la cepa BALB/c 

Extracto de Sedum oxipetalum 

Extracto de Bursera multijuga 

Extracto de Echeveria gibbiflora 

Extracto de Kalanchoe blossfeldiana 
( Thum-thum ) 

28 



M E T O D O L O G I A 



ESTANDARIZACION DE LAS PRUEBAS DE MICRONUCLEOS EN ME­
DULA OSEA Y SANGRE PERIFERICA E INDICE MITOTICO EN M! 

DULA OSEA. 

INDUCCION DE MICRONUCLEOS CON COLCHICINA 

EN MEDULA OSEA Y SANGRE PERIFERICA 

30 

·Se: utiliza.ron 24 rat.ones ( 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.O., dichos ratones-

se mantuvieron en condiciones estandares de laboratorio;(Lüz, 

obscuridad alternos 12 h, temperatura de 22°C, agua y alimen-

toad 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 inyectó intraperitonelarnen-

te diferentes dosis de colchicina 24 horas antes del sacrifi-

cio. 

Ratón N2 

1 
2 
3 
4 
5 
6 

dosis de co~chicina mg/k 

o.oooo 
0.0646 
0.2916 
0.1258 
0.5166 
1.033 
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Los animales se sacrificaron por dislocación cervi-­

cal, e inmediatamente después se les corto la punta de la co­

la, para obtener una gota de sangre periférica, esta se reci­

bió en un portaobjetos limpio y seco preparándose inmediata-­

mente el frotis. Pasadas 24 horas de la preparación del fro­

tis la tinción (69) se realizó de la siguiente manera: La 1~ 

minilla se cubrió con Wright por 3 minutos una vez transcurr~ 

do este tiempo se lavó con agua bidestilada y se dejó secar a 

temperatura ambiente. Una vez seco el frotis, se sumergió en 

colorante Giemsa ( Giemsa 3 ml en 50 ml de buffer fosfato PH' 

6.8 ) de 10 a 12 minutos. El frotis se lavó con agua bidest~ 

lada y se dejó secar a temperatura ambiente. La observación• 

de MNs se realizó en el microscopio fotónico normal, con el -

objetivo de inmersión (34, 36, 44, 47). Se hizo la observa-­

ción de 8000 células para la cuenta de MNs y su posterior an! 

lisis estadístico (34, 66, 67). 

Una vez obtenido la sangre se disectaron los huesos' 

largos posteriores, se limpiaron perfectamente. Para obtener 

el paquete de células medulares, a los huesos se les cortó la 

parte proximal y distal insertándoles en el canal medular una 

jerginga para insulina que contenía 5 ml de solución salina -

fisiológica { 0.9%), al hacerles pasar dicha solución se ob­

tuvo el paquete celular que se recibió en un tubo y se llevó• 

a centrifugar a 1000 rpm por 5 minutos, el sobrenadante se r~ 

tiró con una pipeta Pasteur, con el precipitado se realizaron 

los frotis dejándolos secar por 24 horas a temperatura ambien 

te para realizar la tinción de la siguiente manera: 
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- Se cubrió la laminilla con 3 ml de colorante Wright por 

3 minutos. 

- Se lavó abundantemente con agua bidestilada y se dejó -

secar a temperatura ambiente. 

- Una vez seca la laminilla, se sumergió en el colorante• 

Giemsa ( 3 ml en 50 ml de buffer fosfato pH 6.8 ), de -

10 a 12 minutos. 

- Se lavó abundantemente con agua bidestilada y se dejó -

secar a temperatura ambiente. 

- Se observó al microscopio con el objetivo de inmersión. 

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

de MNs y su posterior análisis estadístico (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 administró 

intraperitonelamente diferentes dosis de colchicina 2 horas ~ 

antes del sacrificio (67). Con el fin de estimar la intensi­

dad de recambio de la población celular determinando la pro-­

porción de las células que entraron en mitósis en ese periodo 

de tiempo (51). 



Ratón N!l 

1 
2 
3 
4 
5 

Dosis de colchicina mg/k 

0.000 (control ) 
5.166 
2.583 
1.291 
0.646 
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Los animales se sacrificaron por dislocación cervi--

cal, disectándose los huesos largos posteriores, y se desear-

naron perfectamente, se les cortó las partes proximal y dis--

tal, para hacerles pasar 5 ml de solución salina fisiológica' 

(0.9%) con una jeringa de insulina. El paquete celular asi• 

obtenido se recibió en un tubo para centrifugarlo a 1000 rpm 

por 5 minutos. El sobrenadante se eliminó, el paquete celu--

lar se resuspendió en 5 ml de KCl 0.075 M al que se le agregó 

50 )l1 de colchicina llevándose a incubar 27 minutos a 37°C,-

transcurrido el tiempo fue centrifugado a 1000 rpm por 5 minQ 

tos, y se fijó con ácido acético: etanol 1:3 v/v. Esta ope-

ración se realizó dos veces. El paquete celular se aplicó --

por goteo sobre un portaobjetos, haciéndose estas preparacio­

nes en ambiente hÚmedo para permitir mejor la expansión del -

paquete celular, el frotis se dejó secar por 24 horas a temp~ 

ratura ambiente para realizar la tinción de la siguiente man~ 

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--· 

sión. 

- Para su análisis estadistico se contaron las mitósis en 

300 células (69). 



OBTENCION DE LOS EXTRACTOS ETANOLICOS 

Sedum oxipetalum y Bursera multijuga 
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Las plantas se colectaron en época de sequ!a, las e~ 

pecies colectadas se identificaron taxonómicamente en el Ins­

tituto de Botánica de la Universidad de Guadalajara, excepto' 

Bursera multijuga que fue identificada por el Biol. Martín -­

Huerta Mart!nez. 

Las plantas fueron seccionadas finamente para hacer• 

más eficientes las extracciones; primero con hexano (mediante 

reflujo controlado durante 2 h a 50°C - extracto hexánico -), 

después con etanol al 80%tres veces sucesivas durante 4 he~ 

da vez a 60°C- extracto etanÓlico- ;, en propórción de 1/3-

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

radas a presión reducida y temperatura ( 60° e ) controlada.­

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

frigeración hasta su uso. 

OBTENCION DE LOS EXTRACTOS CRUDOS ACUOSOS. 

Echeveria gibbiflora y Kalanchoe blossfeldiana 

Las plantas fueron seccionadas y por presión mecáni-' 

ca, en mortero de Agata se obtuvieron los extractos crudos ~~ 

acuosos, los cuales fueron centrifugados a 1200 rpm por 15 mi 

nutos para eliminar residuos. Los extractos se guardaron en' 

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

Se hicieron las determinaciones de carbohidratos to­

talés'de'loa extractos con el mitodo de Hewitt (71), el cual' 

se basa en la reacción de carbohidratos con el reactivo de Ali 

trona. La intensidad de color del cromóforo formado, es di~~ 

rectamente proporcional a la cantidad de carbohidratos prese~ 

tes en la muestra, tiene una longitud de onda máxima de abso~ 

ción de 620 nm. La determinación de carbohidratos totales se 

realizó como parámetro cuantitativo al realizar los ensayos -

de actividad biológica. 



PRUEBAS DE LOS EXTRACTOS IN VITRO PARA DETERMINAR 
LA ACTIVIDAD AGLUTINANTE-INMOVILIZANTE DE -

LOS ESPERMATOZOIDES DE RATON. 
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Los espermatozoides de ratón, se obtuvieron de la CQ 

la del epídidimo, después de sacrificar 8 animales. Las co--

las de los epídidmos se colocaron en un vaso de precipitado -

con medio Ham F-10 (Nutrient mixture ) con pH 7.4 a 37°C, fug 

ron seccionados finamente con tijeras de disección, la suspen 

sión obtenida se filtró inmediatamente en~ una columna elabo-

rada con una pipeta Pasteur que contenía fibra de vidrio, pa-

ra facilitar la filtración se agregó 5 ml Ham F-1Q. Los es-­

permatozoides así obtenidos, fueron separados del líquido epi 

didimario por centrifugación a 1500 rpm durante 15 minutos, -

lavados dos veces con Ham F-10 pH 7.4, después del segundo 1~ 

vado, los espermatozoides se resuspendieron en el mismo medio 

de lavado y la suspensión se ajustó a 100 millones de esperm~ 

tozoides por ml se tomaron alicuotas equivalentes a 20 millo­

nes y se ajustó a un volumen de 0.5 ml con Ham F-10 incubándQ 

se a 37°C. Se adicionaron alícuotas crecientes de los extra~ 

tos hasta lograr 100 de inmovilización-aglutinación. Este --

efecto se observó al microscopio con aditamento, para contra~ 

te de fases (53; 54). 

Una vez confirmado el 100% de actividad de cada uno• 

de los extractos se procedió a realizar las pruebas u. in vi-·-

vo"; 



PRUEBAS DE LOS EXTRACTOS IN VIVO PARA DETERMINAR 
LA GENOTOXICIDAD DE LOS EXTRACTOS DE LAS PL~AS -

ANTES MENCIONADAS. 
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Se utilizaron 50 ratones machos con las mismas cara~ 

terísticas que se utilizaron en la estandarización 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 vía oral, en su agua diaria, por un pe-

ríodo de 30 días, con las siguientes dosis: 

GRUPO 1.- Control 
GRUPO 2.- Kalanchoe bossfeldiana 
GRUPO 3.- Echeveria gibbiflora 
GRUPO 4.- Bursera multijuqa 
GRUPO 5.- Sedum oxipetalum 

0.0 mg/día 
2.0 ml.de extracto/día 
2.5 ml.de extracto/día 

53.0 mg.de extracto/día 
25.5 mg.de extracto/día 

Una vez transcurrido el tiempo de tratamiento se prQ 

cediÓ a realizar las p~U€bas 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 

bió una gota de sangre, e inmediatamente se preparó el frotis 

Pasadas 24 h de la preparación del frotis se realizó la tin-­

ción (34) de igual forma que en la estandarización de la téc­

nica. 

INDICE MITOTICO 

A los animales que se les aplicó el extracto así co­

mo a los controles se les inyectó 2 horas antes del sacrifi-­

cio 0.1 ml de colchicina ( concentración de 5 mg de co1chici­

na por 10 ml de agua bidestilada ). Los animales se sacrifi­

caron por dislocación cervical, y se procedió como en la es-­

tandarización de la técnica. 



R E S U L T A D O S 
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MICRONUCLEOS EN SANGRE PERIFERICA DE RATONES TR! 
TADOS CON DIFERENTES DOSIS DE COLCHICINA 

La prueba de MNs en sangre periférica con diferentes 

dosis de colchicina no mostró diferencias significativas en--

tre grupos al aplicar ANOVA de Fisher ( * ) con una p <( 0.05 

mientras que con ANOVA de Kruskal-Walis ** ) mostró difereQ 

cias significativas con p < O. 05 por lo que se aplicó 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 correlación y la regre-

sión múltiple con una p < 0.05 no mostró un efecto dosis -

dependiente, con r = 0.144 y n = 24. 

( CUADRO 1, GRAFICA 1, ). 

* PRUEBA PARAMETRICA. 

** PRUEBA NO PARAMETRICA. 



MICRONUCLEOS EN SANGRE PERIFERICA 
OIFiRiNTil 00118 Oi GOLCHIOINA 

No. DE MNa EN 8000 CEL 
18 

No. 

1 

2 

3 

4 

"' "' 

6 

0.084CI D~fztm o.zeas o.eteO 1.0330 

DOSIS RlO / 

0 

0.0646 

0.1292 
- .. 

0.2583 ' 

0.516 

1.033 

~& 1118 /K 

•x 8CONTROL 

k MEDIA * 
8.0167 

12.6~~76 

10.8467 

12.9125 

12.357~. 

12.6053 

DES. ESTAH. '. 

3.1299, 

6.1985 

1.5547 

4.1691 

5.5362 

4.3998 

* No.. DE t1Ns EN 
aooo en.. 

"' 
4 

4 

4 

4 

4 

4 

CUADRO 1 
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FIGURA 4 

MNs en eritrocitos de sangre periférica de ratón· 



MICRONUCLEOS EN MEDULA OSEA DE RATONES TRATADOS CON 
DIFERENTES DOSIS DE COLCHICINA 
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La prueba de MNs en Médula ósea con diferentes dosis 

de colchicina mostró diferencias significativas entre grupos' 

al aplicarles el ANOVA de Fisher ( * ) con p < Q.OS mientras 

que con ANOVA de Kruskal - Wallis ( ** } no mostró diferen---

cias significativas con p < 0.505 por lo que se aplicó una t-

Student la cual fue no significativa con p < 0.05. 

Al aplicar el coeficiente de correlación, y la regr~­

sión mÚltiple con p < 0.05 mostró un efecto dosis-dependen--

cia con una f = 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 

0.0000 0.0646 0.1292 0.2883 0.8166 1.0330 
DOSIS mg 1 K 

-MEDIA MN& DIF. DOSIS R MNa ESPERADOS 

GRAFICA No. J 

No. DOSIS mg 1 k MEDIA * DES. ESTAN. N 

1 o 8.333 4.041 3· 

2 0.0646 9.5 3.535 2 

3 0.1292 12.9 5.129 4 

4 0 .. 2583 16.867 10.347 "O< 

·-' 

5 0.516 23.575 13.914 4 

6 1.033 63.5 41.464 3 

* No. DE l'iNS EN 
2000 CEL .. 

CUADRO 2 
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FIGlJ'"RA 5 

MNs en médula osea de ratón. 



INDICE MITOTICO EN MEDULA OSEA DE RATONES TRATADOS 
CON DIFERENTES DOSIS DE COLCHICINA. 
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La prueba de Indice mitótico en médula ósea con difg 

rentes dosis de colchicina mostró diferencias significativas' 

entre grupos al aplicarles el ANOVA de Fisher ( * 

0.05 mientras que con ANOVA de Kuskal wailis ( ** 

con P< 

no mostró 

diferencias significativas con p <0.05 por lo que se aplicó• 

una t::Student y se pudo ver que las diferencias fueron al com 

parar el grupo control contra los grupos tratados con p <( 

0.05. 

Al aplicar el coeficiente de correlación y la regre-

sión múltiple con p <: 0.05 no mostró un efecto dosis - depen 

dencia con una a r = 0.2427 y n.= 23. 

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

I.M. EN 300 CEL 

0.0000 0.646 1.292 2.683 6.167 
DOSIS mg 1 K 

-MEDIA l.M. DIF.DOSIS EI.M. ESPERADO 

No. DOSIS mg 1 k MEDIA * 
1 o 4.9 

2 0.646 18.4 

..:. 1.29 16.54 

4 2.583 16.? 

5 5.167 14.68 

GRAFICA 3 

DES. ESTAN. 

0.663 4 

5.367 5 

4.664 5 

9.08 5 

4.489 4 

* No. DE I.M. EN 
300 CEL. 

N 

Ctyü)RO 3 

47 
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FIGURA 6 

Indice Mitótico de ratón. 



i.-

2.-

3.-

4.-

CONCENTRACIONES ACTIVAS EN HICROLITROS Y CONCEN-­

TRACION DE CARBOHIDRATOS DE LOS EXTRACTOS PARA -­
PRODUCIR ~IN VITROq 100~ INMOVILIZACION-AGLUTINA­

CION DE ESPERMATOZOIDES DE RATON. 
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microlitros carbohidratos 

Kalanchoe blossfeldiana * 10 500 ug/ml 

Echeveria gibbiflora * 15 1700 ug/ml 

Bursera multijuga * 100 424 ug/mg 

Sedum oxi:eetalum * 20 102.5 ug/mg 

* Sistema de incubación 2 x 107 espermatozoides por -

0.5 ml de Ham F-10 pH 7.4. 

CUADRO No. 4 
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FIGURA 7 
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Espermatozoides de ratón aglutinados con extracto 



MICRONUCLEOS EN SANGRE PERIFERICA DE RATONES TR! 

TADOS CON LOS EXTRACTOS DE LAS PLANTAS. 
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La prueba de MNs en sangre periférica con extractos' 

mostr6 diferencias significativas entre ~rupos al aplicarles' 

el ANOVA de Fisher ( • * ) con p < O. 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 qibbiflora y ~ 

ra multijuqa con p < O. 05 y n = 50. 

( CUADRO 5, GRAFICA 4 ). 



60 

40 

30 

20 

10 

o 

MICRONUCLEOS EN SANGRE PERIFERICA 
CON EXTRACTOS DE PLANTAS 

MNe EN 8000 CEL. 

K. bloeefeldlana E.glbblflora B. multiJuga S. oxlpetalum 

No. 

1 

2 

3 

4 

5 

EXTRACTOS/CONTROL 

- MNe DIF. EXTRACTOS B MNe CONTROL 

EXTHACTOS MEDIA * 
CONTROL 17.077 

K. blossfeldia.na 15.167 

E. gibbiflor-a 40.8 

B. mul tij uga. 20.888 

S. o>:ipetalum 16.9:35 

GRAFICA 4 

DES. ESTAN. 

5.225 

~:.869 

19.058 

3 .. 312 

5.42 

* No. DE MNS EN 
8000 CEL. 

CUADRO 5 
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INDICE MITOTICO EN MEDULO OSEA DE RATON, TRATADOS 

CON EXTRACTOS DE LAS PLANTAS. 
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La prueba de Indice mitótico con extractos no mostró 

diferencias significativas entre grupos al aplicarles el 

KNOVA de Fisher ( * ) y ANOVA de Kruskal-Wallis ( ** ) con p 

~ 0.05 lo que se confirma al aplicarles la t-Student con p< 

0.05 y n ::: 50. 

( CUADRO 6, GRAFICA 5 ) • 



INDICE MITOTICO EN MEDULA OSEA 
CON EXTRACTOS DE PLANTAS 

I.M. EN 300 CEL 

K. bloaafeldlana E. glbblflora S. multiJuga S. oxlpetalum 

-EXTRACTOS R CONTROL 

No. EXTF:ACTOS MEDIA 

1 CONTROL 6.469 

2 K. blossfeldiana 8.15 

3 E. gibbiflora 4.552 

4 B. multijuga 4.218 

5 S. en~ i pe t.a l u. m 6 

* 

GRAFICA 5 

DES. ESTAN. N 

4.24 10 

3.189 10 

0.926 10 

2.893 10 

4.798 10 

* No. DE I . !"! • EN 
300 CEL. 

CUADRO 6 

54 



D I S C U S I O N E S 

o 



56 

MICRONUCLEOS EN SANGRE PERIFERICA Y MEDULA OSEA 

Para determinar las dosis de colchicina se realizó -

un experimento piloto utilizándose las siguientes concentra-­

ciones: 

mg 1 K 

l 10.3 8.266 4.133 2.133 1.033 

En este ensayo los animales usados presentaron un ~­

cuadro de intoxicación y murieron, exceptuando los animales 

tratados con 1.033 mg/K de colchicina, parti6ndose de 6sta, -

para las subsecuentes dosis, las cuales se delimitaron dismi­

nuyendo la concentración de colchicina por mitad cada vez 

{ CUADRO 1, GRAFICA 1 ). 

En la prueba de MNs en sangre perif6rica, las dife-­

rentes concentraciones de colchicina no dieron una respuesta' 

dosis-dependiente, comportándose como única dosis, con respe~ 

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 mayoría de los --
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eritrocitos micronucleados son eliminados de la circulación -

~or el sistema reticuloendotelial principalmente por el bazo. 

Otra posibilidad sería el que los rangos de colchicina no fu~ 

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 utili-­

zar un agente menos tóxico y con conocida acción statmocinéti 

ca o/y clastogénica. 

De esta manera tenemos en médula ósea las mismas con 

centraciones de colchicina dieron una respuesta dosis-depen-­

diente muy probablemente a este nivel no existen mecanismos -

que eliminen ningún tipo de células dañadas, podemos decir -­

que la prueba de MNs en médula ósea es más sensible, sin em-­

bargo utilizar la técnica es más 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 los 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 solución salina fi 

siológica al 0.9% esta di6 excelentes resultados con rata y -

no así con ratón por el pequeño volumen de material que se e~ 

trajo, por lo que se sugiere usar el mayor número de huesos -

posibles. 
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Asi tenemos que la técnica presenta las siguientes: 

VENTAJAS: 

* Fácil y rápida. 

* Se utiliza solo el agente a probar. 

* El significado de los MNs es claro. 

* La formación MNs espontánea es baja y uniforme en ~ 
cada especie. 

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

* La técnica puede realizarse en células que estén en 
continua división como en médula ósea, células ger­
minales así como en sangre periférica. 

* Es utilizable en Mamíferos, en otros vertebrados y' 
vegetales. 

DESVENTAJAS: 

* En células con poco citoplasma no son fácilmente -­
distinguibles de lÓbulos de nÚcleo normal o de pro­
yecciones. 

* No detecta agentes que no producen fracturas o rez~ 
gas anafásicos ( Esto es reareglos cromosom~cos sin 
ocurrencia de fragmentos acéntricos: - Traslocacio­
nés, Inversiones )~ 

* No se puede utilizar en poblaciones celulares que ~ 
no se dividen. 

* No detecta procarcinógenos, ni promutágenos con pe­
ríodos cortos de aplicación que requieren reactiva­
ción metabólica. 

* No detecta cancerígenos órgano-específicós. 

* No detecta cancerígenos especie-especificas. 
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INDICE MITOTICO 

Se probaron diferentes cantidades de colchicina den-

tro del rango reportado en la literatura 0.001 - 1 (72) 1 

(CUADRO 3). 

La concentración que permitió observar mayor número' 

de mitosis fue 0.646 mg/K sin que haya sido estadísticamente' 

significativa al compararla con las otras dosis. Dado que ;a 

las diferentes concentraciones se van incrementando al doble' 

cada vez hasta la dosis más alta que fue de 5.16 mg/K la cual 

produjo diarrea al animal, se decidió promediar las diferen-~ 

tes dosis excepto la más alta. El promedio de las concentra-

cienes fue 0.045 mg/K, dosis muy similar a la utilizada en 

cultivos 0.05 mg/K (72), por lo::que se decidió ésta Última P-ª. 

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 pensó que la concentración de carbQ 

hidratos sería la base para determinar las dosis de los ex---

tractos, sin embargo la actividad'' in vitro" varía indepen---

dientemente de éstos; por lo que en este experimento se asig-

nó la cantidad de extracto administrado en base a la acepta·--

ción del animal. 

Tomando en cuenta que en las cuatro plantas utiliza-
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das en este experimento la cantidad de carbohidratos no está• 

directamente relacionado con la actividad aglutinante ~ inmo­

vilizante de los espermatozoides ~in vitro• como se reporta -

en la literatura (53), se sugiere tomar como parámetro para­

determinar las dosis el peso seco de cada extracto. 

Los extractos de Echeveria qibbiblora y Bursera mul­

tiiuga produjeron un incremento en el número de MNs, lo que -

indica que los extractos contienen compuestos de efecto geno-' 

tóxico, en el caso de Kalanchoe blossfeldiana y Sedum oxipe-­

~ no se observaron diferencias estadísticamente signific~ 

tivas al compararlas con los controles, sin embargo al obser­

var el comportami~nto de K. blossfeldiana contra el control,­

sé aprecia una ligera disminución en el número de MNs lo que' 

podría hablar de un efecto protector a la formación de MNs 

(73). (CUADRO 5, GRAFICA 4) 

Dado que al acelerar la división celular puede haber• 

mayor margen de error y dar origen al incremento de MNs, se -

descartó la posibilidad de que los extractos estuvieran alte­

rando la división celular por medio de la prueba de I.M. la -

cual reflejó que los animales tratados contra los controles -

no presentan diferencia estadísticamente significativa. (CUA­

DRO 6, GRAFICA 5) 

Como el volumen tomado por los animales varía, al -­

ser diluido el extracto en el agua del bebedero no ingieren ~ 

la cantidad programada, además se contamina y hay que cambiar 
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a diario la diluci6n por lo que se propone que 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 los compues--

tos de los extractos de E. qibbiflora y B. multijuga y verif~ 

car si la parte activa no es la genot6xica, en el caso de ~ 

blossfeldiana se sugiere ampliar el número de muestra para --

constatar si tiene actividad protectora a la formaci6n de MNs 

( 73). 

MICRONUCLEOS EN MEDULO OSEA EN ANIMALES TRATADOS 
CON EXTRACTOS 

-~ara 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 ~edular que' 

de éstos se obtuvo fue muy poco; dado que el procedimiento p~ 

ra tener mitosis y MNs es diferente se opt6 por realizar él -

Para futuros trabajos se sugiere extraer el mayor n.:ft 

mero de huesos posibles y dividir en 2 el material medular p~ 

ra realizar ambas pruebas. 
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La prueba de Mns en sangre periférica con diferentes 

dosis de colchicina no mostró un efecto dosis-dependiente aún 

que si hubo diferencias estadísticamente significativas con -

respecto a controles. 

La prueba de MNs en médula ósea con diferentes dosis 

de oclchicina mostró un efecto dosis - dependiente. 

La prueba de r. M. no mostró un efecto dosis - depen 

~diente sin embargo las diferentes dosis con respecto al con­

trol, originaron un incremento estadísticamente significati-­

vo. 

Al aplicar la prueba de MNs en sangre periférica con 

animales tratados durante 30 días con extractos de las plan-­

tas; se observó que E. gibbiflora y B. multijuga producen un' 

incremento de MNs estadísticamente significativo con respecto 

al control, por lo tanto la hipótesis de trabajo no es válida 

para estas dos plantas. 

Sin embargo al aplicarles la prueba de I. M. no hay 

diferencia estadísticamente significativa con respecto al con 

trol. 
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INMOVILIZANTE DE LOS ESPERMATOZOIDES DE RATON" para obtener -

la Licenciatura en Biología. 

Al mismo tiempo le informamos que ha sido aceE 

tado el M. en c. Luis Huacuja Ruíz. 

FACULTAD DE 
CI'ENCIAS BIOtOGICAS 

A T E N T A M E N T E 
"PIENSA Y TRABAJA" 

Guadalajara, Jal., 29 de mayo de 1993 

EL SECRETARIO 
ENCARGADO EL DESPACHO DE LA DIRECCION 

c.c.p.- El M. en C. Luis Huacuja Ruiz, Director de Tesis.-pte. 
c.c.p.- El expediente del alumno 

JAEA/cglr. 

Boulewnl Oeneral Man:ellno Oarda Barrag¡in y Corregidora S.R • Tels. 61~ y 619-62-92, Fax (3) 650-30-09 • <luadall!fara. Jallsc:o, México. 



INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL 

CENTRO DE INVESTIGACION BIOMEDICA DE OCCIDENTE. 

Guadalajara, Jal. Agosto de 1993. 

Dr. Eulogio Pimienta Barrios 
Director de la Facultad de Ciencias Biológicas 
de la Universidad de Guadalajara. 

P r e s e n t e. 

Por este conducto comunico a usted que la Srita. OLIVIA 
TORRES BUGARIN, pasante de la Lic. en Biología, ha concluido 
satisfactoriamente el trabajo de tesis titulado: 
ESTANDARIZACION DE LAS PRUEBAS DE MICRONUCLEOS E INDICE 
MITOTICO PARA DETERMINAR GENOTOXICIDAD DE PLANTAS CON 
ACTIVIDAD AGLUTINANTE- INMOVILIZANTE DE LOS ESPERMATOZOIDES 
DE RATON, realizado en la Unidad de Investigación Biomédica 
de Occidente del I.M.S.S. 

Así mismo le informo que he revisado el manuscrito de 
dicha tesis y considero que cumple con los requisitos 

establecidos. 

Sin mas por el momento, aprovecho la ocasión para 

enviarle un cordial saludo. 

M. en C. 
Director 
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