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RESUMEN

Introduccioén: el extracto oleoso de la semilla de Carapa guianensis Aublet ha tenido
diversos usos biomédicos. Recientemente fue evaluado este extracto, el cual
manifesté grandes potencialidades como antioxidante en ensayos in vivo; pero poco
se conoce de su efecto sobre el ADN en biomodelos experimentales.

Objetivo: evaluar el potencial genotdxico del extracto oleoso de la semilla de Carapa
guianensis en el ensayo de aberraciones cromosdmicas de células de la médula ésea
de ratones Balb/c.

Métodos: se formaron cinco grupos experimentales: un grupo placebo (Tween 65 al
2 %), tres tratados con niveles de dosis del extracto (400, 1 000 y 2 000 mg/kg),
administrados por via oral durante 14 dias; por ultimo, un grupo control positivo
tratado con ciclofosfamida, en dosis de 50 mg/kg por via intraperitoneal 48 y 24 h
antes de la eutanasia. Se administraron cinco animales/sexo/grupo. Después de los
14 dias de administracion se les efectud la eutanasia por dislocacion cervical y se les
extrajo la médula 6sea del fémur para proceder a realizar la técnica citogenética de
aberraciones cromosémicas.
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Resultados: los resultados entre controles y tratados con el extracto no difirieron
para los dos sexos en las variables indice mitdtico, Gaps, células con poliploidias,
numero de células con aberraciones cromosomicas y cromatidicas y el porcentaje de
células con aberraciones. Sin embargo, si difirieron controles y tratados contra el
grupo tratado con ciclofosfamida, lo que valida nuestros resultados.

Conclusiones: el extracto oleoso de la semilla de la Carapa guianensis no posee
potencialidades genotodxicas en la formacién de aberraciones cromosomicas, sobre
todo estructurales en células de la médula ésea de ratones Balb/c de ambos sexos.

Palabras clave: extracto oleoso, Carapa guianensis, aberraciones cromosémicas,
ratones Balb/c.

ABSTRACT

Introduction: the oil extract from Carapa guianensis seed has various biomedical
applications. It was recently evaluated and revealed great potentialities as antioxidant in
in vivo assays, but little is known about its effect on DNA in experimental biomodels.
Objective: to evaluate the genotoxic potential of the oil extract from Carapa guianensis
seed in the chromosomal aberration of the bone marrow cells test performed in Balb/c
mice.

Methods: five experimental groups were created: one placebo group (Tween 65, 2 %),
three treated with different extract doses (400, 1000 and 2000 mg/kg) orally
administered for 14 days and one positive control group treated with cyclophosphamide
at a dose of 50 mg/kg intraperitoneally at 48 and 24 h before euthanasia. Five animals
per sex from each group were administered the set dose. After 14 days of treatment,
the animals were euthanized through cervical dislocation and their femoral bone marrow
was taken out to perform the cytogenetic chromosomal aberration technique.

Results: the results between the control group and the groups treated with the extract
did not differ between the two sexes in terms of the mitotic index variables, Gaps,
polyploidy cells, number of cells with chromosome and chromatic aberrations and the
percentage of aberration cells. However, the results of controls and of treated groups
were different from those of the group treated with cyclophosphamide, which proved the
validation of our results.

Conclusions: the oil extract from Carapa guianensis seeds does not have genotoxic
potential for the formation of chromosome aberrations, mainly structural, in Balb/c mice
bone marrow of both sexes.

Key words: oil extract, Carapa guianensis, chromosomes aberrations, Balb/c mice.

INTRODUCCION

Carapa guianensis pertenece a la familia Meliaceae, es una planta medicinal muy
popular en varios paises del mundo; en Cuba es conocida como cedro macho.

La caracterizacidn del aceite de la semilla de Carapa guianensis ha revelado la
presencia de acidos grasos meristico, palmitico, oleico, linoleico,'? estedrico y acido
araquiddnico.? Algunos tetraterpenoides han sido aislados de la semilla de Carapa
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guianensis, nombrados como, 6-alfa-acetoxi-epoxiazadiradiona, 7-deacetoxina-7-
oxogedunina, gedunina, andirobina, metil angolensatedina,® 1,3-di-benceno carbo
amino-2-octadecilico acil-glicérido, dcido hexacosanoico 2,3-dihidroxi-glicérido, acido
ursdlico, naringenina, escopoletina, 3,4-dihidroximetilbenzoato, 2,6-
dihidroximetilbenzoato, acido tetratriacontanoico, acido triacontanoico,*
epoxiazadiradiona, 6-alfahidroxigedunina.®

También se ha observado que los tetraterpenoides obtenido de la semilla de la Carapa
guianensis tienen una significativa actividad antialérgica, dado por la inhibicién del
factor nuclear kB y la supresién de la IL-5 y el CCL11/eotaxina.

Recientemente se ha descrito el potencial antioxidante, la capacidad como protector
solar e insecticida del extracto oleoso de Carapa guianensis.®*° Esta planta abunda en
el Caribe especialmente en Belice, Trinidad y Tobago y Cuba.®®° Los estudios
fotoquimicos de los extractos obtenidos en estas regiones denotan la presencia
mayoritaria de acidos grasos poliinsaturados y de compuestos fendlicos tales como
taninos y limonoides.

Una vez que ha sido demostrado su efecto antioxidante mediante la administracion
oral del extracto durante tres semanas en ratas Sprague Dawley de ambos sexos,
coadministradas con una sustancia oxidante en que se demostré su efecto protector a
la formacidn de especies reactivas del oxigeno,° se hace necesaria la evaluacion de
su nivel de seguridad, al menos en los ensayos de toxicidad clasica de primera y
segunda barrera.!?

Teniendo en cuenta estos antecedentes el objetivo de esta investigacion fue evaluar
el potencial genotéxico del extracto oleoso de la semilla de Carapa guianensis en el
ensayo de aberraciones cromosomicas de células de la médula dsea de ratones Balb/c
de ambos sexos.

METODOS

Animales

Se utilizaron ratones Balb/c de ambos sexos adultos jovenes (5-7 semanas),
procedentes del Centro de Produccidén de Animales de Laboratorio (CENPALAB, Cuba),
cuyo peso corporal oscilaba entre 25-30 g al termino de la cuarentena (7 dias),
durante la cual los animales se adaptaron a las condiciones del laboratorio. La
temperatura se mantuvo en 24 + 2 °C, la humedad entre 55 £ 10 % y los ciclos de
luz-oscuridad fueron de 12 horas. El alimento administrado a los animales durante
toda la experiencia fue pienso estandar para esta especie preparado en el CENPALAB.
El acceso al agua y al alimento fue ad libitum. Durante todo el proceso experimental
se respetaron los principios éticos establecidos para la investigacidon con animales de
laboratorio.!?

Obtencién del extracto oleoso

Se agregd N-hexano a razén de 2 kg de semilla de Carapa guianensis previamente
secado y triturado. Se dejo en reposo por 60 min y luego se filtrd al vacio. El solvente
se adicion6 hasta que la muestra botanica del aceite se saturé y luego fue removido
rediciendo presién. El rendimiento del extracto fue del 29 % (v/w). La densidad
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aparente del aceite se calcul6 (0,81 g/mL) y este resultado se utilizé para definir el
volumen exacto que cada animal recibid. El aceite se conservé a -20 °C hasta su uso.

Administracion y dosificaciéon

El extracto oleoso se suspendié en Tween 65 (2 %), 2 h antes de la administracion y
las concentraciones se ajustaron semanalmente en funciéon del aumento del peso
corporal. Se propuso emplear la via oral por ser la que coincide con la propuesta en la
terapéutica y ademas la que se empleara en el resto de las evaluaciones de
toxicologia preclinica.

Los animales se distribuyeron aleatoriamente (cinco ratones/grupo/sexo), cinco
grupos experimentales: un grupo control de vehiculo (Tween 65, 2 %), tres tratados
con el extracto oleoso de Carapa guianensis (400, 1 000 y 2 000 mg/kg) y un control
positivo tratado con ciclofosfamida (N,N-bis (cloruro de etilo)-N", O-esterdiamida del
acido fosférico propinel) (CF), mutadgeno de reconocida potencia validado para este
ensayo. Las emulsiones hechas con el extracto y vehiculo se administraron mediante
entubacion gastrica (2 mL/kg) durante 14 dias, en el horario comprendido de 10:00 a
11:00 a.m. La CF se administrd en dos dosis (50 mg/kg) por via intraperitoneal 48 y
24 h previas a la eutanasia en el horario de 10:00 a 11:00 a.m., segun se establece
para el ensayo.!**

La dosis menor del extracto ha sido empleada en estudios farmacolégicos
preclinicos,®’1>16 |a cual ha demostrado ser efectiva en los modelos contra
Leishmania, cancer de Gtero y como antioxidante y dos niveles superiores multiplos
de este (1 000 y 2 000 mg/kg).*>®

Observaciones clinicas

Se realizaron dos observaciones clinicas diarias, en el horario comprendido entre las
8:30-10:30 a.m. y en el de 3:00-4:30 p.m. Durante cada observacién se tuvo en
cuenta el estado clinico general del animal, lo cual incluyd la palpacion para la
deteccidn de lesiones, posibles afectaciones respiratorias, del sistema nervioso,
cardiovascular, gastrointestinal, estado de la piel, pelo, coloraciéon de las mucosas y
ojos.

Ensayo de aberraciones cromosoémicas en células de la médula 6sea

En el horario de la mafiana (4 h antes de la eutanasia), la divisidon celular en metafase
se detuvo utilizando colchicina (4 mg/kg, via i.p.).*>!* Un fémur de cada animal fue
extraido y la cavidad medular se lavo con 3 mL de suero bovino fetal (SBF). La
suspension celular se centrifugo, elimindndose el sobrenadante. Después de un
tratamiento hipotdnico de las células del botén con KCI (0,075 M), se realizd una
segunda centrifugacion. El botén celular se fijé en una mezcla de metanol-acido
acético glacial (3:1) durante 15 min. Se realizaron tres fijaciones con centrifugaciones
sucesivas, y se extendieron en laminas himedas con enfriamiento previo. Las ldaminas
se secaron al aire y se tifieron con solucién de Giemsa al 10 % durante 30-35
min.*3!* Se contabilizaron 100 metafases por animal, determinandose el nimero de
células con aberraciones (rupturas e intercambios cromosdmicos y cromatidicos) y
frecuencia de gaps. También se calculd el indice mitdtico IM % (porcentaje de
metafases en 1 000 células leibles), el nUmero de células con poliploidia en 1 000
células leibles, y el porcentaje de células totales con aberraciones. Todas las
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determinaciones fueron leidas por dos observadores, para luego establecer un
promedio entre ambas.!3*

Eutanasia

A todos los animales se les practico la eutanasia por dislocacidon cervical teniendo en
cuenta el tiempo de exposicién a cada una de las sustancias evaluadas.’

Procedimientos éticos

Los autores declaramos que este trabajo fue confeccionado sobre la base de buenas
practicas de laboratorio preclinico presentes en el reglamento nacional de aprobacién
de protocolos de investigacion de la Republica de Cuba. Ademas se declara por parte
de los autores del articulo que al comenzar esta investigacidon se obtuvo por escrito el
consentimiento de aprobacion del protocolo e informe por el comité institucional de
ética para la experimentaciéon animal de nuestras instituciones.

Analisis estadistico

La variable IM y el porcentaje de células totales con aberraciones se analizaron
siguiendo el algoritmo para pruebas de comparaciones multiples. Se procedi6 a
verificar los supuestos para realizar el analisis de varianza de ambas variables
continuas, los resultados estan distribuidos normalmente (normalidad, segun la
prueba de Kolmogorov-Smirnov), existiendo dependencia entre las observaciones y
presentan homogeneidad de varianzas (prueba de levene). Por lo cual se analizé con
el uso de esta prueba, siendo el nivel de significacion establecido de o= 0,05.'*!* En
caso de diferir los resultados entre grupos experimentales con la prueba de ANOVA se
procedid a realizar la prueba de comparaciones multiples de Tukey para a= 0,05. Las
variables categdricas, nimero de células con aberraciones, frecuencia de gaps y el
nimero de células con poliploidia, se analizaron mediante la prueba de y?, el nivel de
significacion establecido fue de a= 0,01.}*'* Todas las comparaciones se efectuaron
contra el grupo control negativo (Tween 65, 2 %), teniendo en cuenta los dos tipos de
variables analizadas (continuas y categoricas). Todos los analisis se realizaron
empleando el Statsoft for Windows. StatSoft, Inc. (2003). STATISTICA (data analysis
software system), version 6.

RESULTADOS

Los resultados de la evaluacion del extracto oleoso de la semilla de la Carapa
guianensis en el ensayo de aberraciones cromosdmicas se presentan en la tabla.

No hubo diferencias significativas entre controles y tratados con el extracto en
ninguno de los parametros numéricos y estructurales medidos mediante este ensayo
en ambos sexos. Sin embargo en los animales tratados con la CF si se observo un
aumento considerable de aberraciones cromosdmicas de ambos tipos, resultados
estos que difirieren con el grupo control y los tratados por via oral con el extracto.
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Tabla. Efecto del tratamiento oral con el extracto oleoso de Carapa guianensis (400-2 000 mg/kg) sobre la frecuencia de aberraciones cromosémicas en
médula ésea de ratones Balb/c de ambos sexos

Tratamiento IM (%)a Células con Gapsb Aberraciones/ # CTAb % CAa
(Media = DE) poliploidiab 1 000
células/grupob
Cromosdmicas Cromatidicas
Rupturas Intercambios Rupturas Intercambios
Machos
CN 5,32+ 0,44 2 4 0 0 6 1 7 1,40 £ 0,49
CF 3,10 £ 0,24%* 18** 36** 5*x* 19*x* 130** 26%** 180%* 36,00 = 3,74*
*
ECG (400 5,47 £ 0,35 1 5 0 0 8 1 9 1,80 £ 0,40
mg/kg)
ECG (1 000 5,25 + 0,47 2 7 0 0 5 1 6 1,20 £ 0,40
mg/kg)
ECG (2 000 5,21 £ 0,51 1 3 0 0 7 1 8 1,60 £ 0,49
mg/kg)
Hembras
CN 5,16 + 0,37 1 2 0 0 8 1 9 1,80 + 0,40
CF 3,02 £ 0,29%* 15** 41%x* 3x* 20%** 123** 23%* 169* 33,80 + 2,64*
*
ECG (400 5,08 + 0,42 2 3 0 0 9 1 10 2,00 = 0,63
mg/kg)
ECG (1 000 5,11 £ 0,50 1 4 0 0 7 2 9 1,80 £ 0,75
mg/kg)
ECG (2 000 5,19 £ 0,18 1 4 0 0 6 2 8 1,60 + 0,49
mg/kg)

a Media + DE, de un total de 5 animales/grupo/sexo,* p< 0,05; ANOVA y prueba de comparaciones multiples de Tukey ,* p< 0,05.
b ** p< 0,01; prueba no paramétrica x2. Comparacion contra el control negativo (Tween 65, 2 %) para ambas pruebas.

# CTA: numero de células totales con aberraciones. % CA: porcentaje de células con aberraciones.

CN: control negativo, CF: Control positivo, ciclofosfamida 50 mg/kg i.p.

ECG: extracto oleoso de Carapa guianensis (via oral durante14 dias).
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El nUmero de aberraciones cromosomicas numeéricas y estructurales en los grupos
tratados con el extracto coinciden con los resultados espontaneos informadospara
esta especie y linea en particular teniendo en cuenta el mismo sexo. Ademas el
porcentaje de células con aberraciones también coincide con el informado para esta
especie y linea en particular en los animales tratados con las diferentes dosis del
extracto.

DISCUSION

Los resultados que se aprecian en la tabla demuestran que el tratamiento con el
extracto oleoso de la semilla de Carapa guianensis por via oral durante 14 dias en
ratones Balb/c de ambos sexos mantuvo los indices espontdneos del nimero de
células con aberraciones, de igual forma no interfirié en la division celular de las
células evaluadas de la médula 6sea en metafase.

Los valores del IM se mantuvieron de forma similar entre tratados con el extracto y
controles negativos, lo cual demuestra que a altas dosis (2 000 mg/kg) y
administrado de forma reiterada el extracto no interfiere en la division celular, pues
no modifica los valores de IM espontaneos en la especie de raton utilizada en este
experimento.® En este indice tampoco hubo diferencias entre sexos, por lo que no
hay sexo dependencia en cuanto a las bajas potencialidades del extracto de ser
citotéxico.'® Analizando los resultados en los animales tratados con la CF se observa
que difirieron significativamente al compararlos contra controles y tratados, esta
droga administrada en dos ocasiones disminuy6 considerablemente la division celular.

La CF es un citostatico potente que pertenece al grupo de los alquilantes de base, su
uso como control positivo ha sido ampliamente evaluado en los ensayos de
genotoxicidad y mutagenicidad.'®?° Se conoce que este mutageno no tiene
especificidad por alguna fase del ciclo en particular, actla sobre cualquiera de ellas
con excepcidn de la Gy.%!'?? Estos agentes poseen grupos quimicos en su estructura
que tienen la propiedad de unirse en forma covalente con elementos nucleofilicos de
las células, remplazando un atomo de hidrégeno por un grupo alquilo en la molécula
del ADN. Generalmente en el nitrdgeno 7 de la guanina.???

La mayoria de los agentes alquilantes como la CF se consideran bifuncionales
debido a que poseen dos radicales activos que reaccionan con grupos intracadena
formando puentes con el filamento molecular helicoidal que determinan la muerte
celular.?! La actividad de la CF es maxima durante la replicacién celular, cuando
parte del ADN no estd apareado y es mas susceptible a la alquilacién.?>?> Es por
ello que la CF es mas daiina al ADN durante la fase de division celular, pues es
cuando los cromosomas de la célula estan mas expuestos a la accion de agentes
externos, por lo cual se analizan las células en metafase.?>*> Se trata de que las
células analizadas confluyan todas en una fase puntual de la division celular, en el
caso de este estudio fue en metafase. 2%%’

Es necesario aclarar que en esta investigacion no se estudié el efecto del extracto y
tampoco del mutageno utilizado como control positivo en otras fases del ciclo celular.

El nimero de células con poliploidia tampoco difirié entre tratados con el extracto y
controles negativos. Estos valores se mantuvieron similares y concuerdan con los
informados para esta especie y linea evaluada en ambos sexos.® De igual forma al
IM (%), la CF aumentd la aparicidon de esta aberracion cromosdmica de tipo
numérica, estando aumentado alrededor de 10 veces su valor espontaneo.'®?® Los
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valores encontrados con el uso de la CF como control positivo se encuentran dentro
de los informados para este mutageno al utilizarse a la misma dosis ensayada.'®
Hemos de resaltar que este tipo de ensayo fue disefiado solo para detectar
aberraciones de tipo estructural,’® pero como hemos visto en numerosas
investigaciones se establecen indices de aberraciones de tipo numérica como las
aqui evaluadas en respuesta a variables citotdxicas del sistema a prueba que no
resultan de interés genotdxico, aunque por mecanismos similares pudieran tener un
valor importante en la aparicion de dano al ADN por mecanismos genotdxicos
indirectos.314:26:27

Al evaluar el nimero de células con aberraciones estructurales de tipo Gaps se
encontraron valores similares entre controles y tratados con el extracto en ambos
sexos. Cabe destacar que aunque los valores entre sexos no difirieron en los grupos
tratados con el extracto, en el grupo control negativo si se obtuvo un menor nimero
de aparicion de aberraciones tipo Gaps en los ratones del sexo hembra, lo cual esta
acorde con lo descrito en la literatura,’’” ademas concuerda con lo reportado para esta
linea de ratén'® y para animales tratados con Tween 65 (2 %) como control solvente
durante 14 dias por via oral.'®

La CF nuevamente aumento la frecuencia espontanea de aberraciones tipo Gaps en
células de la médula 6sea de ratones Balb/c, tal y como esta descrito para este
mutageno, y como era de esperar los resultados no difirieron entre sexos pero se
observo un marcado aumento de esta aberracidon en las hembras.828

El porcentaje de células con aberraciones en los grupos tratados con el extracto
estuvo entre 1,20-2,00, similar al obtenido en los tratados con el solvente, resultados
que no difieren entre ellos para ambos sexos. Ademas coinciden con el porcentaje de
células con aberraciones informado para este especie.?’:29731

Por su parte, el nUmero de células con aberraciones fue similar entre tratados con el
extracto y controles negativos. Ademas, los resultados en los grupos tratados
estuvieron dentro del rango informado para esta especie,'® con valores entre 0-5 %
de células con aberraciones de forma espontanea.?’:231

En los animales tratados con el extracto no se observoé la aparicion de aberraciones de
tipo cromosdmicas, no hubo rupturas ni tampoco intercambios. La no presencia de
este hallazgo esta descrito en este tipo de ensayo para productos inocuos que se
comportan similar a los valores espontaneos en especies roedoras,° trabajos con
resultados similares asi lo demuestran.!®1%2831 Estos resultados son producto a que
este tipo de aberracién aparece a partir de la segunda mitosis postratamiento y
cuando el producto a evaluar posee efecto genotodxico potencial. Como es el caso del
grupo tratado con la CF en el que los valores encontrados de aberraciones
cromosdémicas difieren contra controles y tratados, tanto en las de tipo rupturas como
intercambios. Estos valores estan acorde con los informados por este mutageno al ser
administrado por via i.p. en dosis de 50 mg/kg en dos ocasiones, en la linea de ratén
evaluada.'®*®

No se observaron diferencias significativas entre controles y tratados con el extracto
al tener en cuenta el nimero de células con aberraciones cromatidicas, ademas el
numero informado en estos grupos fue similar a los valores espontaneos de la linea
de ratén utilizada.!® La mayoria de las aberraciones cromosdmicas observadas en este
estudio, en particular en los animales tratados con CF, son las de tipo cromatidico, lo
que se encuentra condicionado por el hecho de que la primera mitosis celular
postratamiento es la fase mas sensible para la accién de los mutdgenos potenciales
30.32 y corrobora que en nuestras condiciones de trabajo el comportamiento del
modelo fue adecuado.
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Es importante comentar que la ausencia de efecto mutagénico y citotéxico del
extracto oleoso de Carapa guianensis observado en este estudio no se relaciona con
una inadecuada exposicidén a la sustancia ensayo, ya que las dosis por vias orales de
este producto entre 100 y 350 mg/kg, inferiores a las utilizadas en el presente
estudio, han producido efectos farmacoldgicos importantes,®10:1516

Ademas se utilizé la dosis maxima recomendada (2 000 mg/kg) para este ensayo
tanto en esquemas de dosis Unica como repetidas durante 14 dias.'*> Esta dosis se
recomienda para los ensayos de dosis Unicas en que la toma de muestra se realiza
entre las 24 y las 48 h postratamiento ya que el tejido diana, que es la médula ésea,
contiene una poblacidn de células extremadamente proliferativa, de corto ciclo celular
y es un tejido muy vascularizado que permite el rapido acceso de las sustancias a
evaluar.?® Por tanto, el empleo de esta dosis administrada durante mas tiempo
descarta que la exposicidn a la sustancia haya sido insuficiente.

En conclusidén, la administracién por via oral de dosis repetidas del extracto oleoso de
la semilla de Carapa guianensis (400, 1 000 y 2 000 mg/kg) durante 14 dias no
aumentd la frecuencia de células con aberraciones cromosomicas (estructurales o
numeéricas) ni modificod el indice mitético, lo que indica que no presenta potencial
genotdxico ni citotoxico sobre las células de la médula dsea de ratones Balb/c de
ambos sexos.
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