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Evaluacién del potencial citotéxico de Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. ex Mart.
(Arecaceae). Paraguay cuenta con una gran variedad de especies nativas que son utilizadas
por las poblaciones rurales e indigenas del pais, ya que la flora es rica en principios activos
contenidos en las raices, hojas, ramas, flores, semillas y cortezas; que son utilizadas
principalmente para consumo alimenticio y medicamento; los pobladores preparan infusiones y
decoctos. Asi también se usa como especias en las comidas y de los frutos se preparan jugos,
maceraciones, mermeladas, dulces que son muy apreciadas por su alto contenido en valores
nutricionales, pudiéndolos aprovecharlos como recurso econémico y medicinal del pais. En la
busqueda de plantas con efectos antitumorales (Moron Rodriguez, F. et al; 2004; Pérez Gil,
R.M et al; 2005) se llegé a consultar con personas que viven en zonas rurales, conocedoras
de la cultura tradicional, autéctona y popular del pais. En este trabajo se determino el efecto
citotoxico, antimitético de la Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. ex Mart. Se ha ensayado la
técnica de Allium test encontrandose alta frecuencia de células en interfases, células en C-
Mitosis y anormalidades en el ciclo celular como puentes, cromosomas adelantados,
retrasados, células binucleadas y bimitosis en tratamientos de 24, 48 y 72 horas con extracto
acuoso a concentracion de 2,5%.
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Cytotoxic evaluation of Acrocomia aculeata (Jacg.) Lodd. ex Mart. (Arecaceae). In
Paraguay exists a great variety of native species, commonly used in urban and countryside
regions. Population takes advantage of the resources given by local flora; which is rich in active
ingredients that are found on roots, leaves, branches, flowers, seeds and cortex; which are
included in the daily diet and traditional medicine, either in the preparation of infusions and
decocts, as well as a spice in foods; also fruits provide juices, jams and sweets; all of them very
appreciated by their high content of nutritional values essential to body metabolism; besides
using them as an economic and medical resource in the country. In the search of plants with
antitumoral effects, countryside populations were consulted because, cell cycle, edible plants of
their knowledge of the Paraguayan traditional culture. The main goal of this study was to
evaluate the cytotoxic activity of Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. ex Mart. The Allium test was
put into practice, finding high frequencies of interphase cells, C-mitosis cells, and abnormalities
such as chromosome bridges, delayed and advanced chromosomes; binucleated cells and
bimitosis; in treatments of 24, 48 and 72 hours with aqueous extract at a concentration of 2,5%.
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INTRODUCCION

El Paraguay cuenta con una flora rica en
productos activos, utilizada por las
poblaciones rurales e indigenas y son
empleadas en forma de infusiones, decoctos
y  macerados;  estos  conocimientos
trasmitidos de padres a hijos, formando parte
de la tradicion popular (Fernandez, V. et al;
2009)

En América Latina, el empleo de plantas
con fines curativos, es una practica de afios y
se consideran como fuente valiosa para la
obtencion de fitofarmacos y nuevas drogas
antineoplasica como la Vinblastina y el
Paclitaxel, que derivan de los principios
activos de Catharanthus roseus y Thaxus
brevifolia (Zavala, D. et al; 2006). También
se puede citar, el amplio uso que tienen los
frutos de algunas Arecaceae, como el de
Roystonea regia (Kunth) O. F. Cook, en el
tratamiento de la hiperplasia prostatica.
(Rodriguez Leyes, E. A.; 2007). Se ha
evaluado los efectos del fruto de Morinda
citrifolia L. de la familia Rubiaceae, con
relacién al cancer (Moron Rodriguez, F. et
al; 2004).

Actualmente muchos paises estan
revalorando  su  cultura  tradicional
etnobotanica, por lo tanto es importante
recuperar el saber popular del uso de las
plantas y aprovecharlas como recurso,
analizando las relaciones hombre — planta
desde el punto de vista antropolégico,
ecoldgico y botanico (Monroy Véazquez, M.
E. et al 2009). La Organizacién Mundial de
la Salud (OMS), en 1.985, estructuré un
programa de  Medicina  Tradicional
Herbolaria, reconociendo la existencia de
119 compuestos quimicos de origen vegetal
gue pueden considerarse Gtiles en mas de 60
categorias terapéuticas, casi el 84% de la
poblacién mundial depende de las plantas

medicinales para su asistencia sanitaria
(Beyra, A. et al; 2004).

Se han realizado numerosas
investigaciones fitoquimicas con varias
familias de plantas medicinales, y se
descubrié una gran cantidad de compuestos
quimicos o mezclas complejas que han
determinado varios efectos como irritantes,
promotores tumorales, mitogénicos,
inductores virales y de reordenamiento
cromosémico, como también antioxidantes,
antiinflamatorios y antineoplasicos
(Camargo, M et al;.1998).

Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. ex
Mart., es una planta conocida en varios
paises de América. Previos reportes hacen
referencia de que ésta ha sido utilizada tupi-
guarani, que producia una fruta como
avellana, de buen sabor, de la cual se
preparaban comidas de mucho sustento y
que fue introducida en la dieta de los
expedicionarios de Don Pedro de Mendoza
(Patifio, V.M., 2002). Su actividad
antihipertensiva ha sido  previamente
reportada por Ibarrola, M. C. et al, 2004. En
cuanto a la semilla no se dispone de una
informacion cientifica que defina su
verdadera utilidad, por lo tanto seria
importante realizar estudios que aporten

datos referentes a su composicién 'y
propiedades fisicoguimicas del aceite
(Douglas R.B et al; 2005). Los

conocimientos sobre los vegetales, muchas
veces son empiricos, ya que en muchos
casos faltan estudios quimicos, clinicos y
epidemioldgicos, que confirmen los efectos
fisioldgicos de las plantas y sus principios
activos. Es recomendable por lo tanto
valorar la flora mundial y recordar que los
farmacos existentes se obtienen de extractos
vegetales, o bien han sido sintetizados de
éstos a través de ensayos bioquimicos
(Caridad, M. et al; 2009).
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A. aculeata, es conocida como
“mbokaja” o “coco”. Pertenece a la familia
Arecaceae, es una palmera vistosa, de 10 a
13 metros (m) de altura y 20 a 30
centimetros (cm) de diametro, de tronco
espinoso, con hojas de color verde claro y
glabras por ambos lados, su fruto es una
drupa y se distribuye en todo el trépico.

Nuestra investigacion trata de buscar
plantas comestibles con efecto citotoxico,
para lo cual es importante introducir como
bioensayo el Allium test (Rank, J.; 2003). El
Allium cepa L. como organismo de prueba,
es recomendable por el bajo costo de
mantenimiento, tanto en equipamiento e
insumos como en cuidados dependientes del
personal encargado (Mudry, M. et. al, 2006).
Por otro lado, permite trabajar facilmente
con meristemas, y tejido reproductivo para
analizar efectos asociados a modificaciones
en la dindmica del ciclo celular o de la
meiosis, asi como detectar alteraciones
cromosomicas relacionadas al efecto directo
de diferentes agentes sobre el DNA o las
proteinas asociadas al mismo. (Mudry et al;
2006).

En este trabajo, se evalu6 el potencial
citotoxico de las semillas de A. aculeata
(Jacg.) Lodd. ex Mart. sobre células
meristematicas de A. cepa. Se identifico
células con aberraciones cromosémicas y se
determind la calidad de las semillas
utilizadas en este estudio a través de técnicas
de control de calidad, asi como la
clasificacién taxondmica de la planta.

MATERIALES Y METODOLOGIA

Se seleccionaron semillas de A. aculeata,
provenientes de un mercado  del
Departamento de Concepcién, Paraguay. La
muestra testigo se encuentra depositada en el
Herbario FACEN.

La muestra fue separada en tres partes,
una para el estudio morfoldgico, otra para la
caracterizacion anatomica y una Ultima para
la preparacion del extracto acuoso.

Caracterizacion morfoldgica

Para determinar el tamafio se midio el
largo-ancho de la semilla y la longitud del
hilo, con regla milimetrada y estan
expresadas en milimetro (mm).

Caracterizacion anatémica

Se hidraté el material en agua destilada
por 48 horas; posteriormente se realizaron
cortes longitudinales a mano alzada, y luego
se aplico tincion directa con safranina. Para
la deteccion de almidones y aceites-grasas,
se tifid el material con lugol y sudan Il
respectivamente. Las laminas fueron
montadas en gelatina-glicerina y depositadas
en el Herbario FACEN. Las Figuras fueron
tomadas con camara digital MOTICAM 352
incorporada al microscopio dptico, editadas
con el software Motic Images Plus 2.0
(2006), las mediciones de los cortes
histoldgicos estan expresadas en milimicras

(Hm).
Evaluacién Citotoxica

Se procedi6é al macerado de las semillas,
con la que se prepard el extracto crudo
acuoso a concentracion 2,5%, colocandolo
en un frasco de vidrio de 500 ml. La
infusion fue preparada cada 24 hs.

Se seleccionaron bulbos de A. cepa L.,
descartando la primera y segunda catéfila
del bulbo y realizando un pequefio corte a
nivel radical a manera de facilitar el
crecimiento de las raices. Luego se lavaron
con abundante agua y se colocaron en un
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recipiente con agua, de manera que la parte
radical quede en contacto con la misma,
oxigenandolas con burbujeo constante
utilizando un aireador de acuario (Carballo,
J.A. et al; 2006), con aproximadamente una
burbuja por segundo y a temperatura de 19-
22°C.

Grupo tratado

Una vez que las raices demostraron un
buen desarrollo bajo condiciones
controladas se seleccionaron los bulbos y se
sometieron a tratamiento con las infusiones
preparadas con las semillas de A. aculeata a
la concentracion citada anteriormente.
Luego de las 24, 68 y 72 hs., se cortaron las
raices y se colocaron en una solucién
FARMER, durante una hora y luego lavadas
con agua destilada en una caja de Petri.

Los apices fueron sometidos a hidrolisis
con solucién de Acido clorhidrico 5N, por
un periodo de 10 minutos; se colorearon con
orceina acética y luego fueron colocados
sobre una lamina portaobjeto y se realiz6 el
aplastamiento o Squash con ayuda de
laminillas.

Grupo control

Este mismo procedimiento se llevo a
cabo para el grupo control, tratados con agua
y oxigenada constantemente. Se cortaron las
raices de aproximadamente 3 cm de
longitud, se fijaron con solucion FARMER,
por una hora en un frasco de plastico.
Seguido éste proceso, se llevé a cabo el
mismo procedimiento que se ha realizado
con el grupo tratado con las infusiones a
diferentes tiempo de exposicion.

Grupo de prueba

El experimento se repiti6 a concentracion
de 0,5%, a 20, 44 y 68 horas, de acuerdo a
estudios anteriores sobre cinética celular de
Allium cepa. Los preparados fueron
observados a través de microscopia éptica a
un aumento de 100 x, registrandose las fases
y anormalidades presentes en el ciclo celular
en un total de 1000 células por cada lamina.
Se calculd6 el indice mitético, indice de fases
y el ensayo de t-student para determinar el
grado de significancia.

RESULTADOS Y DISCUSION
Caracterizacion morfol6gica

Semillas mas o menos redondeadas,
tamafio medio 0.6 mm de largo y 1.21mm de
ancho, hilo de longitud media 0.18mm, color
castafio oscuro, cubierta seminal dura,
endospermo blanquecino (Fig. 1).

Tabla 1: Caracteres morfoldgicos de la semilla de A.
aculeata

Caracteres Semillas de A. aculeata
N=20

Tamafiol xa (mm) 0,66 x 1,21

Hilo | (mm) 0,18

Forma +Redondeado

Color Castafio oscuro
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Fig. 1: Corte longitudinal de semilla de A. aculeata.
Referencias: cs cubierta seminal, en endospermo, em
embrién.

Caracterizacion anatomica

La cubierta seminal de + 1500 um de
grosor, esta compuesta de 8 — 12 capas de
células. Se detectd la presencia de grasas y
aceites en el endospermo al observarse una
coloracién naranja-rojiza intensa (Douglas et
al; 2005) No se ha detectado la presencia de
almidones.

Evaluacién Citotoxica

Las células expuestas a concentracion de
2,5% a 24 y 48 horas (Tabla 3), demuestran
disminucidn del indice mitético y aparicién
de C-metafases. El andlisis de los datos
muestran una marcada diferencia en cuanto
a la cinética proliferativa, y los indices de
fases han determinado disminucion de las
telofases con relacién a las profases y las
metafases; observandose células binucleadas
(Figura 7) y C-metafases (Figura 8) tanto a
la concentracion estudiada de 2,5% como en
los ensayos de prueba de 0,5%.

A 72 horas, en el grupo expuesto a
concentracion 2,5%, el indice mitético ha
aumentado, ya que en Allium esta registrado

que la division mitdtica en células
meristematicas se realiza en ciclos de 20
horas (Rank y Hviid Nielsen, 1993), lo que
explicaria la aparicion de células en division
en los grupos estudiados en ese intervalo; sin
embargo en el ensayo de prueba realizado a
20, 44 y 68 horas, se observd una
disminucién del indice mitético,

comprobandose su actividad antimitética. El
extracto de A. aculeata, fue introducido a las
horas estandarizadas para el inicio del ciclo
de Allium (Grant, 1981 - Rank y Hviid
Nielsen, 1993), disminuyendo la cinética
celular.

ot — o > - .
Fig. 2: Corte longitudinal de semilla de A. aculeata,
A: Tincién con safranina B: Tincion con Sudan Ill.
Referencias: cs cubierta seminal, en endospermo, em
embrion, Ac aceites.
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Figura A: indice de fases grupo control (24 hs.)
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Figura B: indice de fases grupo control (48 hs.)
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Figura C: Indice de fases grupo control (72 hs') Figura D: Indice de fases a concentracion 2,5% (24 hs.)
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Figura E: indice de fases a concentracién de 2,5% (48 hs.)
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FiguraE: indice de fases a concentracién de 2,5% (72 hs.)
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Tabla 2: Numero, Indice de fases e Indice mitético realizados en el Grupo control

Tiempo de exposicion

Muestra 24 horas 48 horas 72 horas
P . Indice de Indice . Indice de Indice . Indice de Indice
Lamina Fase Ndmero Fases (%) mitotico Ndmero Fases (%) mitotico Numero Fases (%) mitotico
Interfase 917 954 970
Profase 57 67,86% 42 59,15% 19 50,00%
1 Metafase 8 9,52% 8,39% 13 18,31% 6,93% 12 31,58% 3,77%
Anafase 9 10,71% 7 9,86% 3 7,89%
Telofase 10 11,90% 9 12,68% 4 10,53%
Interfase 878 858 979
Profase 79 64,75% 79 55,24% 21 72,41%
2 Metafase 21 17,21% 12,20% 37 25,87% 14,29% 4 13,79% 2,88%
Anafase 14 11,48% 20 13,99% 3 10,34%
Telofase 8 6,56% 7 4,90% 1 3,45%
Interfase 886 932 773
Profase 80 70,18% 50 68,49% 23 56,10%
3 Metafase 15 13,16% 11,40% 13 17,81% 7,26% 9 21,95% 5,04%
Anafase 6 5,26% 7 9,59% 7 17,07%
Telofase 13 11,4% 3 4,11% 2 4,88%
Interfase 888 950 965
Profase 97 72,39% 42 82,35% 28 66,67%
4 Metafase 12 8,96% 13,11% 3 5,88% 5,09% 8 19,05% 4,17%
Anafase 15 11,19% 3 5,88% 4 9,52%
Telofase 10 7,46% 3 5,88% 2 4,76%
Interfase 839 914 976
Profase 119 72,12% 62 63,27% 22 33,33%
5 Metafase 19 11,52% 16,43% 18 18,37% 9,68% 22 33,33% 6,33%
Anafase 16 9,70% 11 11,22% 16 24,24%
Telofase 11 6,67% 7 7,14% 6 9,09%
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Tabla 3: Nimero, Indice de fases e Indice mitdtico realizados en grupos tratados con extracto acuoso al 2,5%.

Muestra

Tiempo de exposicion

24 horas 48 horas 72 horas
- y indice de 1 yin iresi p indicede 1 yia mitati ) Indicede . .
Lamina  Fase NUmero Fases (%) Indice mitético NUumero Fases (%) Indice mitético Numero F(gl/se)s Indice mitético
0

Interfase 998 940 912
Profase 17 85,00% 52 75,36% 72 80,90%

1 Metafase 2 10,00% 1,96% 2 2,90% 6,84% 6 6,74% 8,89%
Anafase 1 5,00% 5 7,25% 3 3,37%
Telofase 0 0,00% 10 14,49% 8 8,99%
Interfase 982 976 907
Profase 11 61,11% 5 38,46% 82 88,17%

2 Metafase 2 11,11% 1,80% 0 0,00% 1,31% 4 4,30% 9,30%
Anafase 0 0% 4 30,77% 2 2,15%
Telofase 5 27,78% 4 30,77% 5 5,38%
Interfase 966 990 906
Profase 20 58,82% 13 100,00% 77 78,57%

3 Metafase 13 38,24% 3,40% 0 0,00% 1,30% 9 9,18% 9,76%
Anafase 0 0,00% 0 0,00% 5 5,10%
Telofase 1 2,94% 0 0,00% 7 7,14%
Interfase 954 992 889
Profase 10 100,00% 19 79,17% 91 81,98%

4 Metafase 0 0,00% 1,04% 2 8,33% 2,36% 9 8,11% 11,10%
Anafase 0 0,00% 1 4,17% 4 3,60%
Telofase 0 0,00% 2 8,33% 7 6,31%
Interfase 966 335
Profase 20 57,14% 796 96,60%

5 Metafase 10 28,57% 3,50% 10 1,21% 71,10%
Anafase 2 5,71% 2 0,24%
Telofase 3 8,57% 16 1,94%
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Tiempo de exposicion

Muestra 20 horas 44 horas 68 horas
Lamina  Fase  NGmero 'I:ndlce de i dice mitotico Namero M€ d€  {n e mitético Numero M€ A€ fhice mitético
ases (%) Fases Fases

Interfase 925 930 967
Profase 52 66,67% 45 61,64 16 38,23

1 Metafase 5 6,41% 7.77% 11 15,06 7.27% 7 20,05 3,39%
Anafase 15 19,23% 13 17,8 12 35,29
Telofase 6 7,69% 4 5,47 2 5,88
Interfase 910 898 965
Profase 69 76,67% 68 66,6 16 43,24

2 Metafase 6 6,67% 9,00% 18 17,64 10,17% 4 10,81 3,69%
Anafase 4 4,44% 14 13,72 13 35,14
Telofase 11 12,22% 2 1,96 4 10,81
Interfase 939 912 972
Profase 48 53,93% 48 53,33 16 43,24%

3 Metafase 8 8,99% 7,03% 18 20 8,98% 5 13,51% 3,66%
Anafase 6 6,74% 15 16,6 12 32,43%
Telofase 9 10,11% 9 10 4 10,81%
Interfase 920 926 951
Profase 40 44,44% 62 73,81% 21 42,00%

4 Metafase 17 19,10% 8,09% 15 17,86% 8,32 11 22,00% 4,99%
Anafase 17 19,10% 3 3,57% 16 32,00%
Telofase 7 7,87% 4 4,76% 2 4,00%
Interfase 959 0 0 954
Profase 24 58,54% 0 0 23 48,94%

5 Metafase 9 21,95% 4,10% 0 0 0,00% 11 23,40% 4,69%
Anafase 7 17,07% 0 0 10 21,28%
Telofase 1 2,44% 0 0 3 6,38%
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Fases de la mitosis y anormalidades del
ciclo en células de Allium cepa L.: Fig. 3:
Profase; Fig. 4: Metafase; Fig. 5: Anafase;
Fig. 6: Telofase; Fig. 7: Célula Binucleada

en Interfase; Fig. 8: C-Metafase; Fig. 9:
Cromosomas adelantados; Fig. 10: Puente

Cromos6mico; (A: 100X, Olympus
Microscope)
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Ademas de las anormalidades ya citadas,
también se  observaron  cromosomas
adelantados  (Figura 9), cromosomas
rezagados y puentes cromosomicos (Figura
10), lo que podria indicar dafio genotoxico,
ademas del dafio citotoxico. Posteriores
estudios son necesarios para confirmar estas
hipotesis.

CONCLUSION

Debido a los resultados obtenidos en el
estudio, se observO una  marcada
disminucion del IM de las células expuestas
a los tratamientos en comparacién con los
controles. Se registr6 un alto indice de C-
metafases, células binucleadas, puentes
cromosomicos, cromosomas adelantados y
rezagados. A minimas concentraciones
(0,5%) ya se pudo observar actividad C-
mitotica, alteraciones en el ciclo celular y de
las estructuras de los cromosomas,
produciéndose un aumento de estas
manifestaciones citogenéticas en
concentraciones medias (2,5%), y en
concentraciones altas (10%), existe una
evidente disminucion en cuanto a la
proliferacién celular, produciéndose una
inhibicion total del crecimiento de las raices
(Bagatini, M.D et al; 2009). Esto resalta la
importancia de realizar estudios citotoxicos,
de manera que la poblacién acceda a un
producto de origen natural con mayor
seguridad. Seria importante utilizar otros
modelos biol6gicos en esta linea de
investigacion.
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