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GLOSARIO DE TERMINOS

Agente toxico: Cualquier sustancia, elemento o compuesto que, al ser
absorbidos por los organismos vivos como resultado de la interaccion
fisicoquimica, es capaz de causar dafo, aun a dosis bajas.

Alcaloide: Compuesto quimico de estructura ciclica con uno o mas atomos de
nitrégeno que le confieren caracter de base organica.

Célula germinal: Aquella cuya funcién en el organismo es perpetuar la
especie.

Células de Sertolli: Células alargadas de los tdbulos seminiferos de los
testiculos a cuyo extremo se adhieren las espermatides, al parecer con el fin
de nutrirse hasta que se tr.ansfonnen en espermatozoides maduros.
Citotoxico: Cualquier sustancia daiina para la estructura y funcion celular que

en Ultimo caso podria causar la muerte de la célula.

‘Dosis: La cantidad de una sustancia administrada a un organismo por unidad

de peso corporal de éste.

Genotoxicidad: Capacidad para causar dafio al material genético; el daro
puede ser de tipo mutageno o carcinégeno.

Genotoxico: Cualquier sustancia capaz de causar danos al ADN. Estos
cambios pueden conducir a la transformacion de células hasta formar un tumor
maligno.

Mutacion: Cualquier alteracion relativamente estable en el material genético

de una célula, que puede transmitirse a su descendencia. Puede ser una
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transformacion de un gen individual que altere su funcion, o bien, tratarse de
un rearreglo, una ganancia o pérdida de parte de un cromosoma.

Mutagenos: Cualquier sustancia que puede inducir cambios heredables
(mutaciones) en el genotipo de una célula como consecuencia de alteraciones
o de pérdida de genes o de cromosomas o de parte de los mismos.
Sustancias peligrosas: Material que, mientras esta en contacto con un
organismo humano (bajo condiciones de trabajo o a diario), puede causar
enfermedad o desviaciones de la salud.

Sustancias toxicas: Sustancias que en los organismos vivos dafian la salud
de manera inmediata, mediata, temporal o permanente, incluso llegan a
ocasionar la muerte como resultado de interacciones fisicoquimicas.
Toxicidad aguda: Capacidad de una sustancia para producir efectos
adversos dentro de un corto plazo de tiempo (usualmente hasta 14 d) después
de la administraciéon de una dosis Unica (o0 una exposicion dada) o tras dosis o
exposiciones multiples en 24 h.

Toxicidad: Capacidad para causar dafio a un organismo vivo; (ii) Cualquier

efecto adverso de una sustancia quimica en un organismo vivo.
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Introduccion

La Amazonia peruana alberga una vasta riqueza de ecosistemas y especies que
lo constituyen como una de las mayores reservas de recursos vegetales
empleados para la medicina tradicional. Muchas de estas espécies vegetales
poseen importantes compuestos biolégicamente activos que han contribuido a
aliviar las dolencias de las poblaciones locales urbanas y principaimente, rurales
(Gentry, 1993; Kalliola, 1993; Mejia & Rengifo, 2000). La utilidad y la aplicacion
de las plantas medicinales deviene como una manifestacion cultural que se ha
adquirido, heredado y transmitido desde hace tiempos remotos entre las
poblaciones amézénicas (Mejia & Rengifo, 2000).

Actualmente se recomienda que la aplicacion de las plantals medicinales de uso
tradicional se efectiie sobre una base cientifica sélida que valide la actividad
terapéutica y, a su vez, la inocuidad de las mismas. Se ha demostrado que
muchas de estas especies vege{ales presentan efectos toxicos, carcinogénicds,
mutagénicos y genotoxicos para el ser humano; ejemplo de ello es la especie
Indigofera suffructicosa Mill conocida como “aiil cimarrén” (Papilanaceae) que
reporta accion genotoxica por un incremento del nimero fdr-:/z;b-erraciones
cromosomicas en un sistema de ensayo con ratones (Betancourt ef al., 1998).
La actividad no se debe a la accion ;ie un compuesto quimico o metabolito unico
que esta presente en la planta, sino a una combinacion de varios co‘ns".tituyentes
que podrian no haber sido identificados (Reppetto, 2000). En estos tiempos, los
ensayos de toxicidad geﬁética no solo han sido utilizados por su bajo costo y
facilidad de realizacion experimental, sino también porque se ha demostrado su

eficiencia en la captura de la informacion y obtencién de resultados que predicen
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la carcinogenicidad, mutagenicidad y genotoxicidad de muchos agentes fisicos,
quimicos y bioldgicos tanto en animales como en humanos (Li & Heflich, 1991).
Este es el caso del ensayo de anomalias en la cabeza del espermatozoide del
raton, técnica cuya finalidad es determinar la frecuencia de anomalias de la
cabeza del espermatozoide (Wyrobek & Bruce, 1975).

Dentro de estas especies vegetales importantes en la medicina tradicional y
utilizadas por la mayoria de las poblacibnes amazdnicas tenemos a la “sangre
de grado” Croton lechleri Muell.-Arg, usado como anticancerigeno,
anticonceptivo, asi como en casos de ulcera gastrica y duodenal; asi como a la
“uiia de gato” Uncania guianensis Aubl. Gmel y U. tomentosa Will. D.C, utilizadas
como anticancerigenos, antiinflamatorios y antiartriticos (Silva et al., 1997). Sin
embargo a pesar de las propiedades curativas que estas plantas poseen para
aliviar diversos problemas de salud, hasta ahora se desconocen sus probables
efectos genotoéxicos, carcinogénicos, componentes quimicos con actividad
irritante, etc.

En ese sentido, el presente trabajo de investigacién desarrollado en el
laboratorio de Farmacologia - Toxicologia Experimental.del Instituto de Medicina
Tradicional IMET-EsSalud (entre Junio del 2006 a Junio del 2007), que emple6
como método experimental la propuesta de Wyrobek & Bruce (1975), pretende
generar y aportar informacién importante y necesaria sobre el posible potencial
genotoxico de C. lechleri Muell.-Arg, U. guianensis Aubl. Gmel y U. tomentosa
Will. D.C. con la finalidad de contribuir, a posteriori, con la seguridad de su
consumo asi como a la resolucion de algunos problemas de salud de la

poblacién en general.
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Il. Objetivos

General
- Evaluar la genotoxicidad de Crofon lechleri Muelt.-Arg, Uncarnia guianensis
Aubl. Gmel y U. tomentosa Will. D.C en células germinales del raton cepa

Balb/c — CNPB, Iquitos — Pert.

Especificos

- Evaluar la actividad genotdxica de los extractos acuosos liofilizados de
Croton lechleri Muell.-Arg, Uncaria guianensis Aubl. Gmel y U. tomentosa
Will. D.C.

- Determinar la anomalia predominante en la cabeza del espermatozoide del
ratbn y comparar la actividad genotdxica entre los extractos acuosos

liofilizados a diferentes dosis.

-12.-



3.1. Sistematica y descripcion taxonémica de las tres especies vegetales

3.1.1. Sistematica

Segun descripciones de Arthur Cronquist, 1988; estas especies vegetales

Revision de literatura

se clasifican de la siguiente manera:

Division
Clase
Subclase
Orden
Familia
Género
Especie

N. comin

Division
Clase
Subclase
Orden
Familia
Género

Especie

N. comuan

Magnoliophyta
Magnoliopsida
Rosidae
Euphorbiales
Euphorbiaceae
Croton

C. lechleri Muell.-Arg

Sangre de grado

Magnoliophyta
Magnoliopsida

Asteridae

Rubiales

Rubiaceae

Uncaria

U. guianensis Aubl. Gmel
U. tomentosa Will. D.C

Una de gato

-13-



3.1.2. Descripcion taxonémica

3.1.2.1.

3.1.2.2.

C. lechleri Muell. - Arg

Arbol de 10 a 20 m de alto, copa amplia, globosa y redondeada. Tronco
de 15 a 25 cm de diametro, corteza de color grisaceo blanquecino (que
exuda latex de color vinoso). Hojas cordadas, alternas, a veces opuestas
o verticiliadas, de 12 a 20 cm. de largo y a 5 a 14 cm. de ancho con dos
glandulas en la base. Las mas tiernas presentan una estructura
tomentosa en ambas caras. Inflorescencia terminal en racimos laxos de
mas de 30 cm de largo. Flor de color ambar con estambres numerosos.
Fruto capsular globoso, deprimido y elasticamente dehiscente, de 3 mm
de largo y de 4,5 mm de ancho. Semillas lisas con carincula y

endosperma oleaginoso (Brack, 1999; Mejia & Rengifo, 2000).

U. guianensis Aubl. Gmel

Arbusto trepador o rastrero que alcanza 30 m de largo y entre 10 a 30 cm
de diametro. Presenta espinas fuertemente retorcidas desde su inicio en
forma de “cuernos de carnero”. Hojas coriaceas, eliptico - ovadas y
truncadas en la base de hasta 18 x 12 cm., glabras excepto por algunos
tricomas a lo largo de las venas en el envés. Poseen peciolo corto con 8 a
9 nervaduras. Inflorescencias en las cabezuelas terminales de 2,5 a 3 cm
de diametro. Posee flores pediceladas de color rojo anaranjado de 10 mm
de largo y pilosas. Los frutos son capsulas dehiscentes de 3,5 a 4 mm de
largo. Las semillas son fusiformes, longitudinales e imbricadas de 11 mm

de largo (Steyermark, 1974; Obreg6n, 1994; Mejia & Rengifo, 2000).

nre



3.1.2.3. U. tomentosa Will. D.C

3.2

3.21.

Arbusto trepador, cuyo tallo alcanza un diametro de 25 cm y 40 m de
longitud. Las ramas jévenes tienen forma cuadrangular, presentan
espinas ganchudas, macizas y lefiosas que llegan a tener 2 cm de largo
por 0,4 a 0,6 cm de ancho, estan dirigidas hacia abajo y no son retorcidas.
Las hojas son pecioladas, poseen limbo de consistencia membranosa,
oblonga u oblongo - aovado, de 9 a 17 cm de longitud por 4 a 9 cm de
ancho, agudo o redondeado en apice. Posee haz de color verde amarilio y
el envés de color verde palido que presenta finos vellos largos y cortos
(de aqui el nombre de tomentosa). Presenta inflorescencias de 9 cm de
largo con racimos pequeiios de 5 cabezuelas de 1 a 3,5 cm de largo y de
0,8 a 3 mm de ancho, cuyo diametro varia entre 1,5 a 2 cm. Las flores son
amarillentas, con 5 estambres sésiles, corola infundiliforme, glabra en
cara adaxial. El fruto es bivalvo y alargado, mide hasta 6 mm de longitud.
Las semillas son fusiformes, pequenas, longitudinales y aladas

(Steyermark, 1974; Obregon, 1994).

Distribucién geografica

C. lechlen Muell. - Arg.

En América tropical y subtropical. En el Peri se le encuentra en los
departamentos de Loreto: Llachapa, rio Napo; Indiana, rio Amazonas;
Padre Cocha y Momoén, rio Nanay; San Martin; Huanuco; Cerro de Pasco:
Oxapampa, Satipo, Puerto Bermidez, Iscozacin, Villa Rica; Junin:

Chanchamayo; Cuzco y Puno (Pinedo ef al., 1999).

-15-



3.2.2.

3.23.

3.3.
3.3.1.

U. guianensis Aubl. Gmel

Se encuentra distribuida en el Perd, Bolivia, Brasil, Guyana, Colombia
(Choco), Venezuela. En nuestro pais se ubica en la vertiente Amazoénica de
los Andes, entre los 0 a 800m sobre el nivel del mar, se la ha descrito en
los departamentos de Loreto (desembocadura del rio Santiago, en las
localidades de Yurimaguas, Puerto Arturo, Rio- ltaya y la Campuya),
Ucayali, San Martin, Amazonas, Ayacucho, Cusco, Huanuco y Madre de

Dios (Bracko & Zaruchi, 1993; Obregon, 1994, Mejia & Rengifo, 2000).

U. tomentosa Will. D.C

Distribuida en la parte septentrional de la América Latina. Diseminada en el
Pert, Brasil. Boliﬁia, Colombia, Nicaragua, Venezuela, Panama, Guyana,
Trinidad y Tobago, Ecuador. En el Pert se encuentra en la zona central y
ceja de selva, especificamente en las regiones de Loreto, Ucayali
(Yarinacocha), San Martin, Junin, Chanchamayo, La Merced, Oxapampa,
Pozuzo, Amazonas, Ayacucho, Cuzco (Bracko & Zaruchi, 1993; Obregén,

1994, Mejia & Rengifo, 2000).

Composicion quimica de las tres especies vegetales

C. lechleri Muell. - Arg.

Contiene aproximadamente un 75% de agua en el latex, ademas de
compuestos polifendlicos (como el acido galico), proantocianinas
(antioxidantes), fenoles simples .y derivados, tres esteroides, catequinas,
diterpenos y un alcaloide llamado Taspina (Formula: Cyo Hig Nos). Estos

compuestos mostraron efectos cicatrizantes, actividad antibacteriana
' - 16



3.3.2.

3.3.3.

potente asi como propiedades curativas de heridas (Pieters ef al., 1993;
Elliot ef al., 1998). Existen ademas, triterpenos que muestran actividad
irritante, toxica o carcinogénica, aislados de Crofon y Euphorbia (Brack,
1999). La resina seca esta conformada por azucares como lactosa,

galactosa y ramnosa.

U. guianensis Aubl. Gmel

En la corteza presenta taninos (proantocianidinas), ademas de rincofilina,
isorincofilina, pteropodina, especiofilina y mitrafilina en las hojas y raices.
En nuestro pais se describen en las hojas la presencia de mitrafilina; y en
la corteza, los flavonoides (kaempferol y dihidrokaempferol), 5 - 7 dihidroxi
dihidroflavonol, ademéas de glicésidos del acido quinévico (Alvarez et al.,
1988; Lavault & Moretti, 1983; Lock De Ugaz & Callo, 1991; Yepez ef al.,

1991).

U. tomentosa Will D.C “uia de gato”

Se han aislado unos 50 componentes de esta planta incluyendo alcaloides,
glicosidos del acido quindvico, otros triterpenos, proantocianidinas y
esteroles (Heitzman et al., 2005). Las hojas y el tallo contienen alcaloides
oxindolicos pentaciclicos (isopteropodina, isomitrafilina, dihidrocorinanteina,
pteropodina, rincofilina, uncarina, speciolifina, mitrafilina, isorincofilina,
hirsutina, pteropodina), compuestos polihidroxilados, Epicatequina,
Procianidinas, Estigmasterol, Campesterol (Montesinos & Fuentes, 1995;

Muhammad, 2001; Montoro et al., 2004).

-17-



3.4. Propiedades biolégicas
3.4.1. C. lechleni Muell. - Arg

Estudios en ratones suizos, con la finalidad de determinar Ila
biocompatibilidad de los cementos de obturacion en el tejido subcutaneo en
la regién dorsal, demostraron un proceso de reparacion 6ptima en el tejido
subcutaneo utilizando esta planta (Caro, 1985). Estudios realizados en la
Universidad Peruana Cayetano Heredia demostraron actividad cicatrizante
de “sangre de grado” sobre la cicatrizacion alveolar y la sintomatologia de
la alveolitis seca dolorosa (A.S.D), fundamentandose en la combinacion del
latex con 6xido de zinc e induciendo la formacién del tejido de granulacion
de los alveolos secos (Morales, 1985).

Por otra parte, ensayos in vitro evaluaron la actividad citotoxica y
antibacterial del latex de Croton lechleri y su efecto en la proliferacion de
células endoteliales, encontrandose que el latex no era citotoxico (Chen et
al., 1994). En 1991, se demostré que el compuesto Taspina posee efectos
cicatrizantes sobre las Ullceras gastricas agudas en las ratas. Esto se
fundamenta en la estimulacion que produce la migracion de fibroblastos
atribuida al clorhidrato de Taspina (Malaga, 1991).

En otro estudio, como el que se realizé en el IMET, se evalu6 la toxicidad
aguda del extracto acuoso liofilizado C. lechleri Muell.-Arg por via oral e
intraperitoneal en ratones albinos; asi como también el potencial téxico
dérmico del latex puro. Se concluy6 que: a) el liofilizado administrado por
via oral a dosis de 5,76; 2,88; 1,44 y 0,72 g/Kg se califica como
“practicamente no tdéxica’; b) el liofilizado administrado por via

intraperitoneal a dosis de 0,3; 0,25; 0,20; 0,15; 0,1 y 0,05 g/kg se califica
=T



3.4.2.

3.43.

como “‘moderadamente téxica”; y c) el latex puro administrado por via

tépica no mostrd signos de toxicidad topica (Nonato ef al., 1998).

U. guianensis Aubl. Gmel

Tanto la actividad analgésica y antiinflamatoria de U. guianensis se
demostré en pacientes con enfermedades osteoarticulares, administrando
una dosis diaria de 750 mg/kg del extracto alcohdlico de U. guianensis
durante tres meses (Inchaustegui et al, 2001); y en pacientes adultos
voluntarios de ambos sexos con osteoartritis de rodilla, administrando 100
mg de extracto liofiizado de la corteza desecada frente a 100 mg de
placebo administrados en dosis tinicas durante cuatro semanas (Piscoya et
al., 2001). En ambos casos clinicos los resultados obtenidos fueron
optimos.

El potencial toxico del extracto acuoso liofilizado de la corteza de U.
guianensis fue evaluado mediante el método de Clases Toéxicas Agudas
(CTA) utilizando dosis prefijadas de 2000, 200 y 25 mg/Kg/pc. Segin los
resultados obtenidos, a dosis de 2000 mg/Kg no se observaron signos
clinicos que evidencien toxicidad ni alteraciones macroscopicas a nivel de
organos diana, calificando el extracto de U. guianensis como “no toxica”

(Rios , 2006).

U. tomentosa Will. D.C
Posee propiedades antialérgicas cuando se usan las hojas en infusion y
afrodisiacas cuando se usa la corteza en maceracion alcohélica. En caso

de mordedura de serpiente se usa la corteza en coccion (Silva, 1998).
w B



3.5.

3.5.1.

3.5.2.

Otros estudios demuestran que los alcaloides de U. tomentosa son
estimulantes de la fagocitosis y del sistema inmunoloégico. Posee también
accion positiva sobre el sistema reticuloendotelial, inhibe algunos virus y
controla tumores cancerbsos, asi como problemas de artritis, ulceras

gastricas y otras enfermedades (Brack, 1999).

Uso en la medicina tradicional

C. lechleri Muell. - Arg

Utilizada como antiséptico vaginal, cicatrizante, contraceptivo,
antihemorrégfco, anticancerigeno, antidiarréico, etc.; asimismo en el
tratamientp de afecciones dérmicas, anemia, faringo - amigdalitis, fiebre,
gonorrea, hemorroides, leucorrea, fracturas, (llceras gastrointestinales,
hemorragia bucal, sobreparto y paludismo (Pinedo ef al., 1997; Silva ef al.,

1997; Brack, 1999).

U. guianensis Aubl. Gmel “ufia de gato o gavilan”

Utilizada para el tratamiento de inflamaciones démmicas y en vias
genitourinarias, asma, Ulcera gastrica, diabetes, diversas tumoraciones,
enfermedades degenerativas (cancer), procesos virales, irregularidades del
ciclo menstrual, convalecencia y “debilidad general”, gonorrea, etc. (Pinedo

et al,, 1997; Silva et al., 1997; Brack, 1999).
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3.5.3. U. tomentosa Will. D.C “uia de gato”

3.6.

3.7.

Utilizada como anticonceptivo, antiartritico, antiartrésico, etc. Asimismo
para tratar diversos tipos de cancer, diabetes, disenteria, estomatitis,
gonorrea, SIDA, ulceras gastricas, amigdalitis, procesos virales, prostatitis,

etc. (Pinedo et al., 1997; Silva et al., 1997; Brack, 1999).

Mecanismo de accion de la Ciclofosfamida

La ciclofosfamida fue sintetizada por primera vez en 1958 por Arnold y
Bourseaux. Pertenece a la familia de los farmacos alquilantes entre los que
se encuentran el busulfan, clorambucil y melfalan. Es un farmaco
antineoplasico que posee propiedades inmunosupresoras y que al ser
tomado por la célula es metabolizado extensivamente. Posee actiyidad
carcinogénica, citotoxica o mutagénica. Los agentes de alquilacion
funcionan por medio de tres mecanismos diferentes que alcanzan el mismo
resultado (la interrupcion de la funcion del ADN y la muerte celular). Estos
tres mecanismos son: a) el agente alquilante previene la sintesis del ADN y

la transcripcion del ARN del ADN afectado, b) causa dafio al ADN

formando puentes cruzados; c) ind ee— le6tidos disparejos originando
m
o i,
9 o ‘n,
mutaciones (Goodman, 1996). /(¢ ©
s Bes
c g
=  BIBLIOTECA

., CENTRA(
. Z
Ensayo de anomalias en la cabeza <

Bspermatozoide del ratén

Este método fue descrito originalmente por Wyrobek & Bruce en 1975.
Consiste en detectar dafios en células germinales cuantificando
poblaciones de espermatozoides anormales (amorfos, bananas y sin

ganchos) que se pueden incrementar por la presencia de agentes fisicos o
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quimicos. Se presume que es en la fase de paquitena (primera division
meiética) donde los espermatocitos son mas susceptibles de ser dafiados

(Kupker et al., 1998).

Uno de los primeros estudios para evaluar la actividad genotoxica sobre las
células germinales del raton fue realizado empleando Fluoruro de Sodio
(NaF). Se formaron 8 grupos experimentales, las cuales del grupo | al VI
corresponden a aquellos que se trataron con dosis de 70, 35, 20, 10, 1y
0.1 mg/Kg/pc de NaF; un grupo control negativo usando agua destilada y
un grupo control positivo usando ciclofosfamida a dosis de 20 mg/kg/pc.
Los resultados concluyeron que no existieron diferencias estadisticamente
significativas entre los animales tratados con NaF y los tratados con agua

destilada (Li ef al., 1987).

En los ultimos afios se han realizado varios estudios aplicando este mismo
ensayo pero utilizando diferentes extractos de especies vegetales. Uno de
estos estudios fue la evaluacion genotoxica del extracto fluido de /ndigofera
suffruticosa Mill. (afiil cimarrén) realizado por Betancourt ef al., 1998; cuya
finalidad era determinar la posibilidad de que éste indujera dafo en las
células germinales del ratdn usando una dosis minima de 474 mg/Kg/pc y
una maxima de 1857 mg/Kg/pc. Los resultados obtenidos no encontraron
diferencias significativas en el porcentaje de anomalias morfoldgicas de los

espermatozoides, lo que implicé que no hubo actividad genotoxica.
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