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Efecto antimitético y citotoxico del extracto etandlico de Genipa americana L. sobre tejido
meristematico de Allium cepa L. y cultivo celular NCTC-929. Se evaluaron los efectos producidos
por extractos etandlicos preparados con hojas de Genipa americana L. (Nandypa) sobre el ciclo
replicativo celular utilizando el Allium test y fibroblastos de la linea celular NCTC-929. Se midieron el
indice mitético, indice de fases, la duracién del ciclo celular y la citoxicidad metabdlica respecti-
vamente. Los andlisis demostraron que las células tratadas presentan menor indice mitético,
produciéndose una alteracién en el ciclo celular. Se registraron puentes intercromosémicos,
fragmentos durante las anafases, y cromosomas adelantados y rezagados.
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Anti-mitotic and Cytotoxic effects of ethanolic extracts of Genipa americana L. on meristhematic
tissue of Allium cepa L. and NCTC-929 cell cultures. The effects of ethanolic extracts of Genipa
americana L. (Nandypa) on cell replication cycle were evaluated using the Allium test and NCTC-929
fibroblast cell cultures. The mitotic index, the mitosis phases index, the extent of the cell cycle and the
metabolic cytotoxicity were measured respectively. The analysis verified that the cells under treatment
had a lower mitotic index; thus altering the cell kinetics. Interchromosomal bridges in anaphase, as well
as lagging chromosomes and chromosomal fragments were registred.

Keywords: Genipa, citotoxicity, Allium test, NCTC-929 cell cultures.

INTRODUCCION medicamentos prescriptos en la clinica

(Newman, 2008) De esta manera los

En los ultimos afios, la investigacion y el
desarrollo de drogas de origen vegetal ha
cobrado especial importancia a través de la
exhortacion realizada por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) a que cada pais
utilice todos sus recursos en beneficio de la
Atencion Primaria de la salud (Saravia G,
2008).

Actualmente los productos de origen
natural representan casi el 40% de los
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principios activos pueden ser aislados de
manera directa a partir del material
biologico, muchos de ellos constituyendo
fuertes inhibidores de tumores (Suffness &
Cordell, 1985), o bien pueden sufrir alguna
modificacion quimica con el objetivo de
mejorar alguna propiedad farmacocinética o
farmacodindmica.

Las drogas antitumorales frecuentemente
actiian inhibiendo la mitosis en varias etapas



Steviana, Vol. 3. 2011. Fernandez et al: Efecto antimitotico y citotoxico del extracto etandlico de
Genipa americana L. sobre tejido meristematico de Allium cepa L. y cultivo celular NCTC-929.

del proceso. Cualquier sustancia que afecte
la sintesis de DNA, RNA o las proteinas, asi
como la formacion del huso, deben inhibir la
proliferacion, recibiendo el nombre de
agentes cicloactivos (Salvadori, Ribeiro, &
Fenech, 2003). Entre las drogas ciclo activas
se encuentra la colchicina y sus derivados, el
Colcemid y la Vinblastina que impiden la
polimerizacion de los microtubulos del huso,
deteniendo la mitosis en metafase, estado
conocido como C-mitosis o C-metafase
(Takahashi,  2003).  Ambas  drogas
cicloactivas son utlizadas para tratamiento
de diferentes tipos de cancer y se clasifican
dentro del grupo de drogas citotoxicas
debido a que causan la detencion o retardo
del ciclo celular, e inclusive la muerte
celular. (Cas-sady & Douros, 1980; Coufal
& Farnaes, 2010; Jha, Bamburg, & Bedford,
1994; Jordan & Wilson, 2004). Otras
investigaciones realizadas con Maytenus
ilicifolia (Fam. Celastraceae) y especies
relacionadas han determinado a la maitenina
como principio activo de propiedades
antitumorales (Alonso & Desmarchelier,
2007).

Previas evidencias sugieren efectos
antitumorales de los iridoides producidos
por Genipa americana L. (Ueda, Iwahashi,
& Tokuda, 1991). En Ila presente
investigacion se evaluaron los efectos
citotoxicos y sobre el ciclo celular del
extracto etanolico producido a partir de las
hojas de Genipa americana L., a través del
Allium test y de lineas de cultivo celular de
fibro—blastos NCTC- 929

Genipa americana L. es un arbol
pequeio a mediano de 4-20 metros de altura
de la familia de las Rubiaceae, de flores
blancas, fruto en baya y hojas de punta larga
(Heyne, 1950; Kasahara, 1986) utilizadas en
el tratamiento de la diabetes, disminucion
del colesterol y como adelgazante (Pin et al.,

2009). Se distribuye desde el Sur de Méxi-
co hasta Argentina, Brasil y Paraguay. Es
una especie de la Region Oriental,
encontrandose con mayor frecuencia en la
Cuenca del Rio Paraguay. Prefiere suelos
arenosos, habitando mas los sitios elevados
y abiertos. A menudo también se lo
encuentra a lo largo del Rio Jejui Guasu y
otros rios de la Region Oriental del Paraguay
(Bernardi, 1985; Lopez, Little, & Ritz, 2002;
Ortega Torres, Stutz de Ortega, & Spichiger,
1989).

MATERIALES Y METODOS

Se seleccionaron hojas de G. americana
provenientes de la zona sur de la ciudad de
Fernando de la Mora, Paraguay. El ejemplar
testigo de la planta se encuentra depositado
en el herbario Fa.C.E.N UNA. El extracto
etandlico se prepar6 a una concentracion
50:50 (solucion madre).

Evaluacion de efecto cicloactivo y
determinacion del indice mitotico (IM) y
de fases (IF) en células meristematicas
de Allium cepa.

Del extracto de la planta se realiza-ron
diluciones de 0,1% - 0,5% - 1% - 1,5% -5%
y 10%. Para la evaluacion fueron utilizadas
raices obtenidas de bulbos de A. cepa con
oxigenacién constante y a temperatura de
19-22 °C; de 1 a 5 centimetros (Roldan,
Noriega, Wagner, Gurni, & Bassols, 2007)
colocandolas en cajas de Petri vy
sometiéndolas a cuatro horas de tratamiento
con el extracto preparado a las
concentraciones citadas anteriormente y en
condiciones de luz y temperatura controla-
das. Posteriormente las raices fueron fijadas
en solucion Farmer (etanol/acido acético
3:1, v:v) (Sass, 1958) durante una hora;
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hidrolizadas en solucion de acido clorhidrico
5N por un periodo de 10 minutos y co-
loreadas con orceina acética. El preparado
fue realizado practicando el squash
(Macgregor, 1993). El tratamiento control
fue realizado de la misma manera, utilizando
agua potable (control negativo) y colchicina
(control positivo).

Los preparados fueron observados a
través de microscopia Optica, registrandose
las fases y anormalidades presentes en el
ciclo celular en un total de 1000 células por
cada lamina. Se calcularon el indice mitotico
(IM) y el indice de fases (IF) a partir de las
siguientes formulas:

IM = N° de células en mitosis / total de
células

IF = N° de células en cada fase / total de
células en mitosis

Determinacion de la  citotoxidad
metabolica en fibroblastos de linea
celular NCTC- 929.

Se utilizaron fibroblastos de la linea
celular NCTC- 929. Se sembraron 30 x 104
fibroblastos por pocillo en placas de 96
pocillos con 100 pl de medio MEM, e
incubados durante 8-24 horas a 37 °C, 5%
CO2, para que las células se adhieran a las
placas. Transcurrido este tiempo se retiraron
los medios y se afiadieron 200 pl de medio
fresco con el producto a ensayar a distintas
concentraciones y cada una de ellas por
triplicado, incubando las placas otras 48
horas. Terminado este plazo, se afiadieron
20 pl de solucion de resazurina 2 mM pH 7.
A las tres horas de incubacion con el
sustrato se determinaron las absorbancias
midiéndolas a 490 y 595 nm para calcular el
porcentaje de citotoxicidad (%C) de cada
concentracion del extracto de G. americana.

El porcentaje de citotoxicidad se calculd
dividiendo el porcentaje de reduccion de las
células en tratamiento y el porcentaje de
reduccidn de las células control.

RESULTADOS Y DISCUSION

Ensayos  fitoquimicos  preliminares
delataron la presencia de alcaloides,
flavonoides, fenoles, esteroles y
metilesteroles, saponinas y coumarinas

volatiles. En el analisis estadistico de t-
student de los indices mitoticos y de fases a
diferente dosis de tratamientos con un nivel
de significancia del 0,05. Las raices tratadas
durante cuatro horas con extracto de G.
americana demostraron una disminucion
considerable en cuanto a la proliferacion
celular con relacion al control, dis-
minuyendo el indice mitdtico e indice de
fases (Graficos 1, 2, 3, 5 y 6), a excepcidon
de aquellas bajo tratamiento de 1,5%
(Gréfico 4); los cuales no arrojaron datos
significativos.

La disminucion del indice de fases indica
que el ciclo se retrasa antes de pasar a la fase
M, sin detener todo el ciclo, ya sea al final
de G, o en el transito de G, a M. Esto se
deduce por la poca cantidad de células en
division. Sin embargo puede discutirse el
bloqueo de la fase M al encontrar alto indice
de metafases, anafase, y telofases. Estos
datos se repiten para la concentracion del
10% (Grafico 6), ya que el nivel de
toxicidad es mayor, observandose el bloqueo
de la proliferacion celular y el crecimiento
radicular.

Del analisis estadistico se puede
inferenciar que al someter células en
proliferacion a cuatro horas de tratamiento
con las diferentes concentraciones, todas
ellas han entrado a la fase M y continuaron
normalmente hasta el final de la telofase,
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pero aquellas que salieron de la fase S para
entrar a la Fase G,, fueron retenidas en esta
etapa del ciclo, evidenciandose por la
disminucion de células en fase M.
Resultados similares fueron reportados por
Camargo et al. (1998). Cabe resaltar que fue
registrada una gran cantidad de células con
cromosomas pegajosos (Grafico 7C y 7E),
asi como puentes intercromosomicos
(Grafico 7D).

En lo que respecta al bioensayo en el
cultivo de la linea celular NCTC- 929 el
porcentaje de fibroblastos muertos (%C)
puestos en tratamiento durante 48 horas, han
demostrado una alta tasa de mortalidad
celular. Cabe resaltar que la mortalidad de
los fibroblastos fue mdas pronunciada en
aquellos tratados con soluciones preparadas

a base del extracto crudo que aquellos
tratados con soluciones preparadas a base
del extracto en suspension (Tabla 1).

Tabla 1. Porcentaje de fibroblastos NCTC929 muertos

0
Extracto Conc. % %C (7€)
en
10 100 5,5 trata
mien
5 100 2,7 to
dura
1,5 100 2,0 nte
Nandypa 48
1 100 03 horas
0,5 100 0,6
0,1 0 0,4

Grafico. 7: Células meristema-
ticas de A. cepa bajo tratamien-
to: Anafase (A) y Metafase (B)
durante la division regular
(control negativo); cromosomas
pegajosos en Nandypa al 0,5%;
(C) y Nandypa al 5% (E);
Puente intercromdsomico en
Nandypa al 1,5% (D); (A:
100X)
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Grafico 1: Indice de fases bajo tratamiento al 0,1%
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Grafico 3: Indice de fases bajo tratamientoal 1%
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Grafico 5: Indice de fases bajo tratamiento al 5%

CONCLUSIONES

El extracto preparado de hojas de G.
americana posee un efecto ciclo activo
significativo inhibiendo la entrada a la fase
M del ciclo celular de las células
meristematicas de 4. cepa y la inhibicion del
ciclo celular de los fibroblastos NCTC- 929.

Los resultados obtenidos con estos
bioensayos son de cardcter preliminar,
constituyendo el punto de partida para la
realizacion de analisis mas especificos y
sensibles como cultivo de linfocitos para la
evaluacion de biomarcadores con el test del
cometa, intercambio de cromatidas her-
manas. De este modo se podria evaluar a que
dosis existe un posible riesgo genotoxico
humano y abrir la posibilidad de estudios
toxicologicos, fitoquimicos y sistematicos
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Grafico 2: Indice de fases bajo tratamiento al 0,5%
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Grafico 4: Indice de fases bajo tratamientoal 1,5%
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Gréfico 6: Indice de fases bajo tratamiento al 10%

para detectar principios activos que puedan
detener la proliferacion de células tumorales.
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