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Resumen

En nuestro pais se tienen registradas alrededor de 306 especies de plantas
que se emplean en el tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2. Entre las plantas
medicinales que tienen importancia en el campo de la medicina tradicional se
encuentra Equisetum myriochaetum. El ensayo de micronucleos (MN) es hoy dia
uno de los ensayos citogenéticos in vivo e in vitro mas reconocido en el campo de
la toxicologia genética, debido a que ha mostrado ser un biomarcador de
exposicion a xenobidticos muy sensible al dafio inducido a nivel cromosémico. El
proposito de este trabajo fue el de valorar la induccion de micronlcleos en
linfocitos humanos /n vitro por el extracto fitoterapeltico de FEqguisetum
myriochaetum. Las muestras de sangre periférica se obtuvieron de cuatro
donadores sanos. Se analizaron 1000 células binucleadas y se cuantifico el niUmero
de micronucleos (0,1, 2, 3, 4, 5 >6) por célula; se conté el nimero de células
mononucleadas, binucleadas, trinucleadas, tretranucleadas, y con mas de 5
nlcleos, presentes en las preparaciones. Los resultados muestran que el
incremento en la frecuencia de microntcleos en los grupos tratados no fue
estadisticamente significativo al compararlos con los testigos concurrentes por lo
que el extracto de Equisetum myriochaetum no mostrd producir un efecto

genotdxico.



Introduccion

Antecedentes

El hombre desde sus origenes ha hecho uso de las plantas medicinales, las
cuales se definen como; todas aquellas que contienen en algunas de sus partes
principios activos que en determinadas dosis producen efectos curativos (Jin-Ming
et al. 2003).

Diferentes civilizaciones a través del tiempo han reportado el uso de estas
plantas para el tratamiento de diferentes padecimientos (Tabla I), pero la
evidencia mas antigua de asociacion hombre-planta se encontrd en la cueva de un
hombre de Neandertal, que existido hace 60,000 afos, en la que sus restos fueron
descubiertos junto con numerosas plantas que han demostrado tener valor

medicinal mediante estudios palinoldgicos (Jin-Ming et a/. 2003).

Tabla I. Civilizaciones antiguas que han reportado la utilizacién de plantas medicinales. Tomado de
Jin-Ming et a/. 2003.

Manuscrito Antigiiedad Plantas
La Tablilla de arcilla de los sumerios 4,000 afos La casia, el mirto, la asafétida y el tomillo
El papiro de Ebers de los Egipcios 3,500 afios La mirra, el cafiamo, el opio, el aloe y la
cicuta.
El Punt tsao, de China 3,600 afos Diferentes orquideas como Bletilla striata

El pueblo de México tiene una gran tradicion en el uso de plantas
medicinales, este hecho data desde los antiguos pobladores del Valle de México
(Hernandez, 1976; Lozoya, 1999). Uno de muchos ejemplos lo encontramos en las
cuevas de Tehuacan, Puebla donde se ha encontrado evidencia arqueoldgica
directa por la presencia de botones florales de Plumeria ruba variedad acatifolia
(flor de mayo) y las semillas de Thevetia peruviana (venenillo) las cuales ademas
de utilizarse en un contexto ceremonial fueron empleadas para sanar diversos
padecimientos (Bye y Linares, 1999).

El escrito mas antiguo e importante de la sabiduria prehispanica en materia
de medicina y botanica es el llamado “Amate-Cehuatl-Xihuitl-Pitli” y fue escrito en
1552. En la actualidad también se conoce como Cddice de la Cruz-Badiano, Cddice

Barberini, Cddex Barberianus, Cddice Herbario o Manuscrito Martin de la Cruz. El




libro es un recetario destinado a la curacidon de determinados padecimientos, para
los cuales se recomiendan principalmente plantas de facil localizacion en la
geografia mexicana. Es mas que un simple herbario, puesto que cuenta con

numerosos senalamientos de indudable

trascendencia médica, como la formula de
aplicacién de las plantas segun el tipo de
enfermedad. Se agrupan las enfermedades
conforme a un orden anatomico: de la
cabeza a los pies y en cada capitulo se
proporciona la receta indigena (los
ingredientes y en algunos casos las

cantidades de éstos) para preparar el

remedio y la forma de usarlo (Fig.1)
(Lozoya, 1999).

Figura 1. Portada del Cddice de la Cruz-Badiano. Tomado de Lozoya, 1999.

Herbolaria, Etnofarmacologia y Fitomedicamento

a) La herbolaria como se conoce a la practica terapéutica que utiliza plantas
medicinales, continla vigente y tiene gran arraigo en nuestro pais. Estas plantas
medicinales constituyen el recurso mas conocido y accesible para grandes nucleos
de poblaciones, por lo que la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), reconoce
el valor de esta practica terapéutica y le otorga gran importancia en los esquemas
publicos para la salud (Betancourt, 2001).

El conocimiento empirico de las plantas medicinales y sus potenciales
tdxicos, fue transmitido por tradicion oral y eventualmente anotado en textos o
manuscritos médicos, por lo que muchas drogas usadas hoy en dia llegaron a
través del estudio de la medicina tradicional (Mann, 1987).

b) La etnofarmacologia es definida como la exploracién interdisciplinaria de
los agentes bioldgicamente activos que son empleados en la medicina tradicional

(Holmstedt, 1991; Lozoya, 1992), su objetivo es documentar y validar la herencia



cultural de esta practica, asi como también buscar nuevas alternativas medicinales
a través de un camino experimental que en el mejor de los casos concluye con el
aislamiento de un compuesto activo para la posterior elaboracion de un nuevo
medicamento (Lozoya, 1992).

En 1997 Cragg realizd un andlisis de medicinas aprobadas en un periodo de
10 anos (1983- 1992) por la Food and Drug Administration (FDA) en Estados
Unidos y se encontré que 157 de los 520 medicamentos (30%) autorizados para
salir al mercado eran productos naturales o sus derivados (Cragg et al. 1997; Jin-
Ming et al. 2003).

En Europa del Este, el mercado de la fitoterapia generé dos mil millones de
dblares en 1989. El comercio de plantas utilizadas dentro de Europa para la
medicina no convencional se incrementd del 15% al 20% por afio con un
importante valor de 4 mil millones de ddlares en 1995. Hoy en dia el 30% de los
medicamentos mas vendidos en el mundo corresponden a productos naturales
(Jin-Ming et al. 2003).

Entre los farmacos reportados por la medicina tradicional que se utilizan en
la actualidad encontramos: la efedrina usada en problemas respiratorios; el aceite
de ricino que posee propiedades purgantes; la salicina, acido acetil salicilico,
principal componente de la aspirina, usada como analgésico, antipitético, etc.
También es importante mencionar los compuestos aislados de plantas (no
reportados por la medicina tradicional) a los que se les ha encontrado accién
farmacoldgica importante, como los alcaloides vinblastina y vincristina obtenidos
de Catharantus roseus, utilizados ampliamente en la quimioterapia del cancer; la
diosgenina, a partir de la cual se desarrollaron los anticonceptivos orales (Mann,
1987). La colchicina obtenida del cdlchico (Colchicum automnale) utilizada entre
otras cosas, como inhibidor mitdtico ya que disminuye la formacién o el
crecimiento de tumores. El podofilo (Podophylum hexandrum), utilizado desde
hace mas de 2000 afios por los chinos como farmaco antitumoral. En ensayos
clinicos, dos derivados semisintéticos de esta planta se usan frecuentemente en el

tratamiento del cancer de pulmodn y del testicular (Trease y Evans, 1987).



Los extractos crudos de la corteza del Tejo del Pacifico ( 7axus brevifolia) se
han utilizado por su accidon inhibitoria contra una gran variedad de tumores en
ratones; por lo que se aislé el principio activo de la corteza de esta planta un
pseudoalcaliode diterpénico llamado Taxol. El uso clinico del Taxol fue aprobado
en 1995 por la FDA (Taxol, 2002).

Actualmente, se han registrado en nuestro pais alrededor de 5,000 especies
con atributos medicinales (15% de la flora total), este nimero coincide con lo
informado en varias regiones del mundo por especialistas en la materia, quienes
consideran que una de cada siete especies posee alguna propiedad curativa. Sin
embargo, se calcula que en México, y en todo el mundo, la validacién quimica
farmacoldgica y biomédica sélo se ha llevado acabo en aproximadamente 5% de
estas especies (Betancourt, 2001).

Dentro de la literatura referente a la medicina tradicional mexicana se citan
306 especies de 235 géneros y 93 familias, cuyo uso se ha reportado como
hipoglucemiante, aunque se estima que alrededor de 500 especies son usadas en
México como fitomedicamento contra el tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2,
pese a que muy pocas de éstas han sido estudiadas bajo condiciones
experimentales (Andrade-Cetto, 2005). El concepto de fitomedicamento que se
encuentra en la Farmacopea Europea del ano 2000 se refiere a la planta completa
o parte de la planta sin procesar para que todos sus compuestos trabajen de
forma sinérgica y puedan ejercer una actividad bioldgica (Gaedcke y Steinhoff,
2003).

A partir de los afos 1990, se hicieron los primeros estudios farmacoldgicos
para determinar el efecto hipoglucemiante de algunas plantas en ratones
hiperglucémicos los que permitieron probar su actividad farmacoldgica. En el caso
de Psacalium sp. se logrd realizar un reporte farmacologico y fitoquimico de
algunos compuestos (Alarcon-Aguilar et a/, 1997, 1998, 2000a, 2000b, 20023,
2002b; Roman-Ramos et a/. 1991, 2001). Mas adelante, el grupo de Andrade —
Cetto estudio el extracto acuoso en ratas diabéticas inducidas con

estreptozotocina donde se observd con una sola administracion oral una



significativa reduccion de glucosa en sangre, es decir mostré un efecto
hipoglucemiante (Andrade-Cetto et a/. 2000).

Hoy en dia, en Alemania encontramos dos productos para el tratamiento de
la diabetes basados en plantas medicinales mexicanas, por un lado Hando-Nopal
extraido de Opuntia sp. y manufacturado por Hando Austria y el Sucontral
elaborado a partir del Coplachi (Hintonia sp.) y manufacturado por Harras Pharma,
Munich (Andrade-Cetto, 2005).

Debido a que las plantas son la principal fuente de nuevos productos para
el tratamiento de algunas enfermedades y a que mas del 64% de la poblacidn
mexicana sigue haciendo uso de la medicina tradicional; es de gran impotancia los
estudios en los que se analice la propiedad farmacoldgica y genotoxica del
fitomedicamento o se aisle su principio activo, ya que esto beneficia tanto a las
comunidades rurales como a la sociedad en general (Lozoya, 1992).

Entre las plantas medicinales que tienen importancia en el campo de la
medicina encontramos a la especie Equisetum myriochaetum de la cual se han
reportado propiedades medicinales para el tratamiento de la diabetes mellitus tipo

2 ver tabla de plantas hipoglucemiantes en Andrade-Cetto, 2005.

Equisetum myriochaetum Schidl. Cham. & Linnaea, 1830 tomado de
Palacios—Rios, 1998

En 1886 Francisco del Paso y Troncoso describe a un Equisetum llamado
comunmente “acatzanaicxitl” o “pie de tordo”, como una planta que tiene tallos
verticilados, constituidos por entre nudos articulados, que los indigenas lo
asemejaban con las falanges articuladas de la pata de dicha ave (Valdés y Flores,
1985). Actualmente se le conoce popularmente con el hombre de cola de caballo.
Es una planta terrestre de tallos aéreos romo o puntiagudo de 2-5 m (hasta 8 m)
de alto, con verticilos regulares de ramas de 2-23 mm de didmetro, acanalado con
16 a 48 canales; vainas del tallo con un radio de 11.5 mm, margen oscuro en el
lado superior, el resto del mismo color que el tallo; ocasionalmente en los
especimenes grandes, la base de la vaina es oscura, los estomas en una linea en

cada lado del surco; ramas con 6 a 8 canales, con tubérculos que recuerdan a los



dientes de una sierra, apuntando hacia el apice; estrobilos del tallo de hasta 12
mm de didmetro; estrobilos de las ramas de 10 mm de largo y 4 mm de diametro
(Fig.2) (Palacios—Rios, 1998).

Figura 2.- Equisetum myriochaetum; A) habito B) detalle de la vaina C) detalle del estrdbilo D)

detalle de los ultimos ejes. Tomado de Palacios-Rios, 1992.



Taxonomia

Phyla: Pteridophyta
Clase: Articulatae
Orden: Equisetales
Familia: Equisetaceae
Género: Equisetum
Especie: Equisetum myriochaetum

Tomado de Trease y Evans, 1991.

Distribucion Geografica

El género Fguisetum se distribuye en América, Europa, Asia, Africa,
Filipinas, Nueva Guinea, Nueva Caledonia e Islas Fidji; cuenta con cerca de 15
especies, 13 de las cuales se encuentran en América, 5 de éstas en los trdpicos. En
particular, la especie Equisetum myriochaetum, se distribuye ampliamente en
nuestro pais en los estados de Nayarit, Michoacan, Guerrero, Nuevo Ledn, San Luis
Potosi, Tamaulipas, Hidalgo, Puebla, Estado de México, Veracruz, Oaxaca Yy
Chiapas (Fig. 3) (Palacios- Rios, 1992).

Se encuentra en canadas, orillas de arroyos, en terrenos arenosos vy
humedos o sobre laderas calizas con vegetacion de bosque mesofilo de montaia,
matorral submontafio, bosque de Pinus, bosque de Pinus — Quercus, bosque
tropical caducifolio, bosque tropical superennifolio y bosque de galeria, a una
altitud de 300 a 2,100 m sobre el nivel del mar (Palacios—Rios, 1998).




Figura 3. Distribucion de Equisetum myriochaetum en la Republica Mexicana .

Usos

Equisetum myriochaetum es empleado tradicionalmente para el tratamiento
de enfermedades del rifidon (Argueta, 1994), como diurético y antiséptico urinario
(Palacios — Rios, 1992). Andrade Cetto y colaboradores en 1999 utilizaron el
extracto acuoso y butandlico de las partes aéreas de E. myriochaetum para
administrarlo a ratas diabéticas inducidas con estreptozotocina y reportaron una
significativa reduccién de glucosa en sangre con una sola administracién oral. En
otro estudio se utilizo el extracto acuoso de las partes aéreas de E. myriochaetum
(0.33g/Kg) y se administré6 a 11 pacientes diagnosticados con diabetes mellitus
tipo 2. Se determinaron niveles de glucosa, triglicéridos y colesterol en diferentes
tiempos 0, 30, 60, 90, 120 y 180 minutos después de la administracion del
extracto. Los resultados mostraron que £ myriochaetum tiene efecto
hipoglucemiante en pacientes con diabetes mellitus tipo 2 después de 90 minutos

de su administracion (Revilla et a/. 2002).



Compuestos reportados de Equisetum myriochaetum

El valor de las plantas medicinales estd dado por sus constituyentes
quimicos, generalmente sus metabolitos secundarios son responsables de los
efectos fisioldgicos que producen. Los alcaloides, terptenoides, glicosidos,
flavonoides y lignanos son algunas de las familias de compuestos con actividad
bioldgica demostrada (Fitoterapia, 2001).

Desde el punto de vista fitoquimico, varias especies del género han sido
investigadas y la mayoria de los trabajos publicados hasta la fecha describen el
aislamiento y caracterizacion de flavonoides y alcaloides como los principales
metabolitos secundarios. Sin embargo, dentro de estas variedades de equisetos
encontramos a FEquisetum heleocharis, que es mas grande que FEquisetum
myriochaetum y contiene equisetina, un alcaloide reportado como venenoso
(Palacios-Rios, 1998).

Los compuestos reportados para Equisetum myriochaetum son: dos
flavonoides: la pinocembrina (5,7- dihidroxiflavonona) y la crisina (5,7 -
dihidroxiflavona); dos esteroles: B- sitosterol y el B- D- glucositosterol; un
carbohidrato: la B- D- glucopiranosa, una B-D-glucosa y ocho acidos grasos
identificados como ladrico, miristico, pentadecandico, palmitico, margarico,
estedrico, behénico y lignocérico (Chavez, 1991; Camacho et a/. 1992). En un
estudio realizado por Wiedenfeld se encontraron glucoflavonoides en el extracto
activo de las partes aéreas de Equisetum myriochaetum como: el campferol-3-0O-
sofésido, campferol-3,7-di-O-B-glucosido, campferol-  3-O-sofordsido-4'-O-B-
glucésido y el precursor caffeoyl-metil-ato-4’-O-B-glucopiranosido  (Fig.4)
(Wiedenfeld et a/. 2000).



Figura 4. Compuesto reportado para Equisetum myriochaetum. Tomado de Wiedenfeld ef a/. 2000.

Flavonoides

Los flavonoides fueron descubiertos en 1930 por Szent - Gyorgy, quien aisld
un compuesto de la cascara del limén llamado citrina, el cual regula la
permeabilidad de los capilares. Los flavonoides se denominaron en principio
vitamina P (por permeabilidad) y también vitamina C, debido a que se comprobd
que algunos flavonoides tenian propiedades similares a la vitamina C. Sin
embargo, el hecho de que los flavonoides fueran vitaminas no pudo ser
confirmado y ambas denominaciones se abandonaron alrededor de 1950
(Martinez-Florez et al. 2002).

Los flavonoides contienen en su estructura quimica un ndmero variable de
grupos hidroxilo fendlicos y excelentes propiedades de quelacion del hierro y otros
metales de transicién, lo que les confiere una gran capacidad antioxidante. Por
ello, desempenan un papel esencial en la proteccidon frente a los fendmenos de
dafo oxidativo y tienen efectos terapéuticos en un elevado nimero de patologias
(Martinez-Florez et al. 2002).

El creciente interés en los flavonoides se debe a la apreciacion de su amplia

actividad farmacoldgica. Pueden unirse a los polimeros bioldgicos, tales como



enzimas, transportadores de hormonas y ADN; quelar iones metalicos transitorios,
tales como Fe®*, Cu®*, Zn*', catalizar el transporte de electrones y depurar
radicales libres. Debido a este hecho se han descrito efectos protectores en
patologias tales como diabetes mellitus, cancer, cardiopatias, infecciones viricas,
Ulcera estomacal y duodenal e inflamaciones. Otras actividades que merecen ser
destacadas son sus acciones antivirales y antialérgicas, asi como sus propiedades
antitrombdticas y antinflamatorias (Martinez-Florez et a/. 2002).

Los flavonoides retiran oxigeno reactivo especialmente en forma de aniones
superoxidos, radicales hidroxilos, perdxidos lipidicos o hidroperdxidos. De esta
manera bloquean la accidon deletérea de dichas sustancias sobre las células. En
diversos flavonoides se ha comprobado su potente capacidad de inhibir /n vitro la
oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) por los macréfagos y reducir
la citotoxicidad de las LDL oxidadas (Hirano et a/ 2001; Terao et al 2001). De
hecho, las poblaciones que consumen productos ricos en flavonoides
estadisticamente presentan menores riesgos de afecciones cardiovasculares
(Geleijnse et al. 2002; Hertog et al. 1996).

Ademas de sus conocidos efectos antioxidantes, los flavonoides presentan
otras propiedades que incluyen la estimulacion de las comunicaciones a través de
las uniones en hendidura, el impacto sobre la regulacién del crecimiento celular y
la induccion de enzimas de desintoxicacién tales como las monoxigenasas
dependientes de citocromo P- 450, entre otras (Stahl et a/ 2002).

La capacidad de los polifenoles vegetales para actuar como antioxidantes en
los sistemas bioldgicos fue ya reconocida en los afos treinta sin embargo, el
mecanismo antioxidante fue ignorado en gran medida hasta hace poco tiempo.
Existen mas de 4,000 flavonoides, todos tienen un mismo elemento estructural
basico, se agrupan con relacion al grado de oxidacion del grupo piranico central
en: flavanos, flavonoles, flavonas y antocianidinas (Fig. 5) (Martinez-Flérez et al.
2002).



2’ .
G B
6 3 = oM

Flavand Antecianidina

l R\ Catequina Qercitina Diosmetina

Figura 5.- A) Estructuras basicas y tipos de flavonoides. B) Caracteristicas estructurales de los

principales tipos de flavonoides. Tomado de Martinez-Florez et al. 2002.

Diabetes mellitus

La diabetes mellitus es el desorden endocrino mas comun en la medicing,
afecta a mas de 176 millones de personas en el mundo de acuerdo con la OMS
(WHO, 2005).

Esta enfermedad es un grupo heterogéneo de alteraciones caracterizadas
por la el aumento de glucosa en sangre (>15mmol/l) o hiperglucemia crénica
asociada a una accién inadecuada de la insulina que es acompanada por una
variedad de alteraciones bioquimicas y manifestaciones clinicas. Esta determinada
genéticamente y el sujeto que la padece tiene alteraciones en el metabolismo de
carbohidratos, grasas y proteinas, junto con una relativa o absoluta deficiencia en
la secrecién de insulina y con grados variables de resistencia a ésta. En

condiciones normales la digestion de los alimentos



eleva la concentracidon de glucosa en el torrente sanguineo, lo cual estimula
a las células B localizadas en el pancreas a segregar insulina que es la hormona
responsable de controlar la concentracidon de glucosa en la sangre al facilitar la
entrada de glucosa a todas las células del organismo (células blanco) (ADA, 2006).
Cuando la enfermedad alcanza pleno desarrollo, se caracteriza por
hiperglucemia en ayunas y en la mayoria de los pacientes con larga evolucion de la
enfermedad, es caracterizada por complicaciones microangiopaticas, en especial
renales y oculares, asi como macroangiopaticas con afeccién a las arterias
coronarias, enfermedades vasculares periféricas y neuropatias (Fig.6) (Islas y
Revilla, 1999).
De acuerdo con la Asociacion Americana de la diabetes (ADA por sus siglas
en inglés), la diabetes se divide actualmente en dos tipos: (ADA, 2006)
Diabetes tipo 1. Es también conocida como juvenil, en este tipo de diabetes el
sistema inmune destruye las células que secretan la insulina (células B), por lo que
es necesario inyectar esta importante hormona para el metabolismo.
Diabetes tipo 2. Es también conocida como Diabetes mellitus no insulina
dependiente (DMNI) y es el tipo mas comun de diabetes. Resulta de la incapacidad
de las células blanco en los diferentes tejidos del cuerpo de responder a la accion
de la insulina ocasionando que el nivel de glucosa en sangre se mantenga alto, lo
que induce a su vez a que las células B pancreaticas secreten insulina
constantemente hasta que estas células dejan de producirla. Este tipo de diabetes
representa aproximadamente del 90 al 95% de los casos de diabetes en el mundo
y se encuentra mas frecuentemente en adultos.
Clinicamente, la diabetes tipo 2 se caracteriza por:
e Alta frecuencia familiar (factores genéticos).
e Aparicion relativamente tardia en el paciente.
e Asociada con obesidad e hipertension arterial.
e Desarrollo lento de secuelas en comparacion con la diabetes dependiente
de insulina.
e Gran cantidad de cuerpos cetdnicos en sangre y orina.

e Hiperglucemia severa (> 15mmol/I).



e Deshidratacion y trastornos neuroldgicos.

Se ha encontrado que la predisposicion para desarrollar diabetes mellitus
tipo 2, varia entre grupos étnicos o poblaciones, estilos de vida y carga genética
mientras que la edad promedio de aparicidon de la enfermedad esta entre los 45 y
75 anos. En la actualidad se sabe que la diabetes mellitus tipo 2 resulta del efecto
combinado de:

a) Resistencia a la insulina.
b) Disminucion en la secrecion de la insulina por el pancreas.

c) Efecto de anticuerpos anti-insulina (WHO, 2005).
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Figura 6. Esquema general de la diabetes. tSin Diabetes mellitus 1 Con Diabetes mellitus.
Modificado de WHO (1998).



Respecto a la resistencia a la insulina, se puede definir como la disminucion
en la capacidad de la insulina para llevar a cabo sus efectos fisioldgicos debido a
que los tejidos no responden a los estimulos de la hormona. Para que la insulina
inicie sus acciones se requiere obligatoriamente que se una a un receptor. La
union de la insulina con el receptor activa diversos procesos quimicos que llevan a
las acciones de la misma tales como la incorporaciéon de glucosa al interior de las
células, su almacenamiento (formacidon de glucdgeno), utilizacion de la glucosa en
la produccién de energia y la formacién de grasas (triglicéridos y proteinas) por
mencionar solo algunos efectos. Hasta el momento la evidencia cientifica indica
que la resistencia a la insulina es una condicion heredada y constituye el defecto
primario en esta diabetes mellitus tipo 2 (Pérez-Pastent, 1997). La participacién de
factores genéticos en el desarrollo de la enfermedad parece indudable, se ha
tratado de asociar al cromosoma 11, donde esta el gen que codifica para la
insulina, éste se encuentra en el brazo corto del cromosoma y esta formado por
1,355 pares de bases (Islas y Miranda, 1993).

Por otro lado la disminucion en la secrecidn de la insulina por el pancreas es
ocasionada por una respuesta insuficiente de las células B ante los niveles
especificos de glucosa, lo que sugiere que este evento puede propiciarse de
manera secundaria por la misma hiperglucemia causada inicialmente por
resistencia a la insulina, debido a un efecto toxico de la glucosa sobre las células
insulares (WHO, 2005).

Se han identificado anticuerpos contra la insulina y anticuerpos contra una
proteina presente en las células B llamada glutamato descarboxilasa. Debido a la
resistencia periférica a la accion de la insulina, la hiperglucemia se mantiene, lo
que estimula a una mayor secrecién de insulina y por lo tanto mas insulina libre,
que a su vez tiene como consecuencia la formacion de los anticuerpos anti-
insulina que ocasionan la destruccion de las células B (WHO, 2005).

Las principales complicaciones tardias de la diabetes mellitus tipo 2 son:
I. Retinopatia diabética (Complicaciones de los 0jos).
I1. Nefropatia diabética (Complicaciones en los rifiones).

III. Neuropatia diabética (Dano en nervios periféricos).



IV. Pie diabético (Infecciones, Ulcera plantar y gangrena diabética).
V. La macroangiopatia (Lesion en los vasos sanguineos grandes) (Pérez, 1997).

La diabetes mellitus tipo 2 ocupa el tercer sitio como problema de salud a
escala mundial y cuarto lugar en el ambito nacional. La organizacién mundial de la
salud estimd que en 1995 habia 135 millones de adultos diabéticos en el mundo
(WHO, 1998) y para el afio 2005 se calculé un numero de 300 millones de adultos
diabéticos en el planeta, esto implica un incremento del 20% en el nimero de
casos, de este porcentaje el 30% se encuentra en los paises desarrollados y un
70% en los paises en vias de desarrollo (S.S.A., 2004).

La OMS estima que en México, el nimero de pacientes diabéticos se
incrementara de mas de 2 millones en el 2002 a mas de 6 millones en el 2030, lo
que significa que en pocas décadas, México podria tener el mas alto indice de
diabetes en el mundo (WHO, 2005). Para el 2001 la Secretaria de Salud informd
que la diabetes mellitus tipo 2 es la primera causa de mortandad en el pais. El
IMSS estima que por cada paciente con diagnostico existe uno sin él, por lo que el
numero de diabéticos en México podria ser cercano a los 8 millones de personas
(S.S.A., 2004).

Aberraciones cromosomicas

Las aberraciones cromosdmicas pueden producirse de manera espontanea,
o0 bien, ser inducidas por agentes fisicos o quimicos. La induccion experimental de
aberraciones cromosomicas ha sido una herramienta importante para el estudio de
los cambios que se generan de manera espontanea. Cada organismo tiene su
propia tasa de cambios cromosodmicos espontaneos, la cual esta determinada por
factores intrinsecos y extrinsecos, como son la estabilidad gendmica, la edad, la
nutricion, los factores ambientales como la temperatura y la humedad, entre otros.
Los agentes fisicos y quimicos (agentes clastégenos) inducen rupturas en los
cromosomas, que pueden resultar en la ganancia, la pérdida o bien en rearreglos
de segmentos cromosémicos (Miller y Therman, 2001).

Los agentes clastdgenos fisicos son las radiaciones, las cuales se dividen en:



Radiaciones ionizantes: son todas aquellas capaces de tomar electrones de los
atomos que forman los materiales por los que atraviesan. Los efectos citogenéticos
producidos por las radiaciones ionizantes es la disminucion de la actividad mitotica,
alteraciones en la estructura de los cromosomas y condensacion de los
cromosomas en metafase y anafase (Miller y Therman, 2001).

Radiaciones no ionizantes: son aquellas cuya energia no es suficiente para
tomar electrones de los atomos que se encuentran en su trayectoria. Sin embargo,
al transferir su energia llevan a los atomos y moléculas a un estado de excitacion
mayor en el que se favorece la disociacion y/o formacion de enlaces quimicos, por
ejemplo la radiacion ultravioleta (UV) (Miller y Therman, 2001). En la Tabla II se

muestran los principales agentes clastogénicos quimicos.

Tabla II. Principales agentes quimicos clastogénicos. Tomado de Miller y Therman (2001).

Agentes alquilantes (ej. Mostazas nitrogenadas y | Disolventes organicos industriales (ej. Benceno,
de azufre, metil y etil metanosulfonato, | tolueno, tiner).

nitrosoguanidina).

Agentes intercalantes (ej. Proflavina, naranja de | Compuestos nitrosados (ej. acido nitroso).

acridina, mostaza de quinacrina, rojo neutro)

Andlogos de purinas y pirimidinas (ej. 2- | Metales (gj. arsénico, cromo).

aminopurina, 5-bromouracilo). Alquil epdxidos.

El estudio de las aberraciones cromosdmicas inducidas por agentes fisicos y
quimicos tiene un significado bioldgico importante, que se puede resumir en los
siguientes puntos:

a) La presencia de aberraciones cromosomicas estructurales constituye un
indicador de exposicion a agentes genotoxicos, los cuales pueden estar en
el ambiente o bien tratarse de una exposicién ocupacional médica. De esta
manera se puede desarrollar una estrategia de control bioldgico e incluso, la
legislacién pertinente para el control de la exposicion, si es el caso (Russell,
1998).

b) En células somaticas, la presencia de aberraciones cromosdmicas tiene un
papel importante en la etiologia y en la progresion del cancer. Los
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sindromes de inestabilidad cromosdmica predisponen a ciertos tipos de
cancer, tales como el Sindrome de Bloom, la ataxia telangectasia, y la
anemia de Fanconni (Russell, 1998).

c) Aproximadamente el 50% de los abortos espontaneos en los seres humanos
presentan aberraciones cromosomicas estructurales (Russell, 1998).

d) En casi todos los cultivos celulares, asi como en las personas, en especial de
mayor edad, existen rupturas cromosdmicas espontaneas y rearreglos de
origen indeterminado. Los efectos de los rayos cdsmicos, la exposicion
médica u ocupacional a la radiacién, el consumo de farmacos, el
acortamiento progresivo de los teldmeros, infecciones virales o incluso las
fiebres altas pueden contribuir al incremento de las rupturas cromosomicas

en edad avanzada (Russell, 1998).

Células sanguineas
La sangre presenta muchos tipos celulares con funciones muy diversas,
que abarcan desde el trasporte de oxigeno hasta la produccién de anticuerpos.
Algunas de estas funciones celulares tienen lugar enteramente en el sistema
vascular, mientras otras utilizan dicho sistema vascular sélo como medio de
trasporte y llevan a
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notable, sin embargo, es que todas ellas se generan en ultimo término a partir de
una célula madre comun de la médula dsea. Esta célula madre hematopoyética (o
formadora de sangre) es, por tanto, pluripotencial, ya que da lugar a los distintos
tipos de células sanguineas diferenciadas que se dividen profusamente bajo la
influencia de varias moléculas proteicas y posteriormente se diferencian en células
sanguineas adultas, las que generalmente mueren al cabo de unos cuantos dias o
semanas (Alberts, 1996).

Las células sanguineas se pueden clasificar en glébulos rojos y glébulos
blancos. Los gldbulos rojos, o eritrocitos, permanecen en el interior de los vasos
sanguineos trasportando O, y CO, permaneciendo unidos a la hemoglobina. Los
glébulos blancos, o leucocitos, combaten las infecciones y, en algunos casos,
fagocitan y digieren sustancias residuales. Tradicionalmente las células sanguineas
se agrupan en tres grandes categorias con base en su aspecto bajo el microscopio
optico, estas son: granulocitos (neutrdfilos, eosindfilos, basdfilos), monocitos y
linfocitos; estos Ultimos regulan a los dos tipos principales de respuestas
inmunitarias, las células T que se originan en el timo y son responsables de la
inmunidad mediada por células, y las células B, que en los adultos se originan en la
médula ésea (Tabla III) (Alberts, 1996).



Tabla III. Células sanguineas. Tomado de Alberts (1996).

Tipo celular

Funciones Principales

Concentraciones en
sangre humana

(células/litro)

Globulos rojos 5x10*2

Eritrocitos Transportan O, y CO,

Glébulos blancos 5x10°

(leucocitos)

Granulocitos
Fagocitan y destruyen bacterias invasoras

Neutrofilos (leucocitos

polimorfonucleares)

Eosindfilos Destruyen parasitos y modulan respuestas | 2x10°
inflamatorias de tipo alérgico

Basofilos Liberan histamina y serotonina en ciertas | 4x10’
reacciones inmunitarias

Monocitos Macréfagos de microorganismos invasores y | 4x10°
células viejas en tejidos

Linfocitos 2x10°

Células B Fabrican anticuerpos

Células T Matan células infectadas por virus y regulan la | 1x10°
actividad de otros leucocitos

Células asesinas(células NK) Matan células infectadas por virus y algunas | 1x10°
células tumorales.

Plaquetas Inician proceso de coagulacion 3x10M

Técnica de Micronucleos

Durante los anos de 1930 y 1940 diferentes investigadores describieron la

aparicion de micronucleos después de una exposicion a rayos X en algunos tipos

celulares como: neuroblastos de saltamontes, meristemos de la raiz de la cebolla y

granos de polen de T7radescantia .También se demostraron

los efectos

mutagénicos de la radiacién en Drosophila y en el maiz (Fenech et al. 1999b). En

1973 Heddle propuso la medicién de micronucleos (MN) como una alternativa y

un acercamiento simple para evaluar el dafio cromosdmico in vivo, este




evento fue también conocido por los hematdlogos como cuerpos de Howell — Jolly
por haber poblaciones celulares en division como en la medula Osea.
Posteriormente se demostré que la prueba de microndcleos es efectiva para
detectar dafio cromosdmico en linfocitos en sangre periférica de humanos /in vitro
(Fenech et al. 1999b).

Uno de los primeros problemas con el analisis de micronucleos en linfocitos
de sangre periférica de humanos, fue la fragilidad de las células durante la
preparacion, las cuales sufrian desplazamiento del microntcleo de la células en
donde se habian originado. Este problema se solucioné empleando una solucidn
hipotonica modificada que permitia preservar al citoplasma junto con su
micronucleo dentro de la membrana celular (Fenech et a/. 1999b).

Era entonces evidente, que el ensayo no podia ser usado eficientemente o
cuantitativamente en poblaciones celulares que no estuvieran en divisidon o en
poblaciones celulares en divisién, donde no se entendiera o controlara la cinética
de la divisién celular debido a que las células se dividen en diferentes proporciones
tanto /n vivo como /n vitro dependiendo de las condiciones fisioldgicas, genéticas y
de micronutrientes. Consecuentemente, habia una necesidad para desarrollar un
método en donde se pudiera distinguir entre células que no estuvieran en division
de aquellas células que entraran a mitosis dentro de una poblacion celular. Y mas
aun, debido a la inseguridad del destino de los MN que siguen mas de una division
nuclear, era importante identificar células que han completado solo una division
nuclear(Fenech et al 1999b).

Muchos métodos habian sido propuestos para resolver este problema, pero
el ensayo de microndcleos por bloqueo de la citocinesis (CBMN) fue el mas
reconocido debido a que esta prueba puede arrojar datos confiables si se escogen
MN que estén en células que hayan completado una divisién nuclear por medio del
blogueo de la citocinesis usando citocalacina B (Cy t- B), la cual detiene la division
del citoplasma (o citocinesis) sin inhibicion de la division nuclear, lo que permite a
tales células ser reconocidas como células binucleadas (Fig. 8) (Fenech et al.
1999b).



La Cyt - B es una sustancia inhibidora de la polimerizacién de actina,
requerida para la formacién de anillos de microfilamentos que comprimen el
citoplasma y dividen al nucleo de la célula hija durante la citocinesis. Por lo tanto,
el uso de Cyt-B facilita la identificacion de practicamente todas las células con una
divisidon en una etapa binucleada, con dos divisiones en una etapa tetranucleada y
asi sucesivamente. Los MN son entonces registrados solamente en células
binucleadas, las cuales brindan comparaciones fieles de dafio cromosdmico entre
poblaciones celulares que pueden diferir en su cinética de division celular. Las
células mononucleadas con micronucleos pueden ser consideradas en el registro
de micronucleos, ya que indican dafio en el DNA que estaba presente en las
células antes de que éstas fueran expuestas al tratamiento, mientras que las
células binucleadas pueden contener también MN pre - existentes asi como MN
expresados durante el tiempo de cultivo como resultado de rompimientos
cromosdmicos acumulados durante la fase Go /in vivo (Fig. 9) (Fenech et al.
1999b).
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Figura 8. Se ilustra A) El origen de micronlcleos de un cromosoma rezagado y de fragmentos de
cromosomas acéntricos en anafase. B) La formacion de puentes nucleoplasmaticos de un
cromosoma dicéntrico en el cual los centrémeros son empujados hacia polos opuestos de la célula.
Asi como el papel importante de la citocalacina B al bloquear células en division. Tomado de Fenech
et al. 1999b.




Los MN son entonces, expresados en células en division que contienen
rompimiento cromosdmico o pérdida de centromeros (fragmentos acéntricos) y/o
todo el cromosoma que no es capaz de viajar a los polos del huso durante la
mitosis. En la telofase, una envoltura nuclear se forma alrededor tanto de los
cromosomas rezagados como de los fragmentos cromosdmicos los que
gradualmente asumen la morfologia de un nucleo en interfase con la excepcidn
que éstos son mas pequenos que el nucleo principal en la célula, de aqui el
término “micronucleo”.

Los microntcleos por consiguiente, son un conveniente y fiel indice tanto de
rompimiento cromosdmico, como de mala segregacién de cromosomas (no
disyuncidn) (Fenech, 1985b), eventos estrechamente relacionados con el cancer
(Evans, 1990; Dellarco et al. 1985).
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Figura 9. Diferentes destinos que las células siguen con la Cyt-B después de la exposicion a agentes
genotdxicos o citotdxicos. Tomado de Fenech et a/. 1999b.



Ocasionalmente los puentes nucleoplasmaticos entre nucleos en una célula
binucleada son observados, éstos son probablemente cromosomas dicéntricos en
los cuales los dos centrdmeros fueron empujados hacia polos opuestos de la célula
y el DNA en el puente resultante es cubierto por una membrana nuclear. Asi, los
puentes nucleoplasmaticos en las células binucledas dan una medida adicional y
complementaria del rearreglo cromosémico, que puede ser evaluado junto con el
conteo de micronucleos (Fig. 8).

El ensayo de CBMN fue inicialmente desarrollado para cultivos de linfocitos
humanos, pero ahora ha sido adaptado a diferentes tipos celulares de tumores
sélidos y a células de la médula ésea (Masunaga et al. 1991; Odagqiri et al. 1994).

En plantas se han utilizado los tejidos meristematicos de la raiz de plantulas
de Allium cepa, Allium sativum, Tradescantia y Vicia faba, para estudiar las
alteraciones cromosomicas especialmente por la ventaja que ofrecen estos
organismos para ser empleados como sensores ambientales (Fenech et a/ 1999b).

Nuevos descubrimientos han permitido 1) distinguir micronucleos
originados de todo el cromosoma, micronucleos originados de fragmentos
cromosomicos y la deteccion de eventos de no disyuncién gracias a la técnica de
hibridacion /n situ que identifica regiones centroméricas y aunque es mas cara y
laboriosa, puede darnos esta especificidad necesaria (Elhajouji et al. 1995; Farooqi
et al. 1993), 2) la conversidon de sitos de excision- reparacion a micronucleos con
una division celular 3) el uso de pruebas moleculares para identificar eventos de
no disyuncion en células binucleadas (Schuler et a/. 1997) y 4) la integraciéon de
células necrdticas y apoptoticas dentro del ensayo de CBMN (Kirsch-Volders et al.
1997; Fenech et al. 1999b).

Finalmente, la prueba de MN es hoy en dia uno de los ensayos citogenéticos
in vivo e in vitro mas reconocidos en el campo de la toxicologia genética, debido a
que ha mostrado ser un indicador sensible de dafo a nivel cromosdmico; la
ventaja clave del ensayo, es la relativa facilidad de marcar con Cyt-B las
poblaciones celulares que son tipicamente usadas por el analisis metafasico
(binucleadas, trinucleadas, tetranucleadas, etc.), (Fenech et al 1999b; Fenech,

2000), asi como también su amplia utilizacion para evaluar dafio genético con

4



aplicaciones en la ecotoxicologia (Gauthier et a/. 1999), nutricion (Fenech y Rinaldi
1995), muestreo de sensibilidad a la radiacién para la optimizacion de radioterapia
(Masunaga, 1991), biomonitoreo de poblaciones humanas (Fenech et a/. 1999a) y
el muestreo de nuevos farmacos y agroquimicos (Kirsch-Volders et al. 1997,
2000).



Justificacion

El uso de plantas medicinales esta ampliamente arraigado en nuestra
sociedad, debido principalmente a que existen numerosas plantas con propiedades
medicinales, a las escasas instituciones de salud en comunidades rurales, al bajo
nivel econdmico en estas poblaciones y los altos costos de la medicina de patente;
lo que ha llevado a encontrar remedios alternativos a la medicina institucional pese
a que el contenido quimico de las plantas puede llegar a ser nocivo para la salud,
es decir englobe efectos secundarios, ya que en la planta puede haber sustancias
cuya accion sobre el organismo humano no se conozca a cientificamente.

Debido a que se han encontrado una gran cantidad de plantas
hipoglucemiantes para el tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2, nos da la base
para evaluar en este trabajo el efecto genotdxicos de Equisetum myriochaetum
como planta con propiedades medicinales en el tratamiento de ésta enfermedad,
gue como se menciond anteriormente es la de mayor incidencia tanto en el ambito

nacional (cerca del 90% de los casos) como a escala mundial.




Objetivo

Determinar el dafo genotdxico y citotdxico in vitro del extracto de Equisetum

myriochaetum en linfocitos de sangre periférica.

Objetivos particulares

e Estimar como marcador de genotoxicidad la presencia de micronucleos (MN)
en cultivos expuestos a las diferentes concentraciones de Equisetum

myriochaetum.

e Determinar como biomarcador de citotoxicidad la cinética de proliferacion
en linfocitos de sangre periférica expuestos a las diferentes concentraciones

del extracto de Equisetum myriochaetum en cultivos de 72 horas.




Hipotesis

Si el extracto de Equisetum myriochaetum aumenta la frecuencia /n vitro de
micronlcleos de manera significativa y / o modifica la cinética de proliferacion
celular en linfocitos de sangre periférica (cultivos de 72 h) con respecto al control

entonces el extracto de Equisetum myriochaetum es genotdxico y / o citotdxico.

Ho: El extracto de Equisetum myriochaetum no produce un efecto genotdxico, por
lo que la frecuencia de microntcleos en las diferentes concentraciones respecto al

testigo concurrente no sera significativamente diferente.

Ha: El extracto de Eqguisetum myriochaetum producira un efecto genotoxico, lo
que llevard a una frecuencia significativamente mayor de micronucleos en las

diferentes concentraciones que en el testigo concurrente.




Materiales y Métodos

Criterios para el registro de células binucleadas

a)

b)
c)

d)

Los dos nucleos de la célula binucleada deben tener su membrana nuclear
intacta y ademas encontrarse dentro del citoplasma celular.

La célula binucleada debe tener el mismo volumen y tamafio en los dos ndcleos.
Los dos nucleos pueden estar unidos por un fino puente nucleoplasméatico, que
no debe ser mas ancho que una cuarta parte del didmetro del nucleo.

La membrana que rodea al citoplasma tiene que encontrarse intacta, es decir,

debe distinguirse a la célula como una unidad (Fig.10) (Fenech et al. 2002).

Figura 10. Diferentes células binucleadas: a) Célula Binucleada sin microntcleo b) Célula Binucleada con
un micronucleo ¢) Célula Binucleada con tres micronudcleos. Tomado de Fenech ef a/. 2002.

Criterios para el andlisis de micronucleos

a)
b)

Los microndcleos son morfolégicamente méas pequefios que el nucleo.

El didmetro del micronucleo en linfocitos humanos usualmente varia entre 1/6 y
1/3 de la media del didmetro del nucleo.

Los micronucleos tienen que ser redondos u ovalados de preferencia.

Los microndcleos no deben de estar unidos a los nucleos de la célula binucleada.
Generalmente los micronucleos estan tefiidos mas intensamente que los nucleos

(Fig. 10 by ¢) (Fenech et al. 2002).

Poblacién de estudio




Durante el afilo 2005 se seleccionaron cuatro individuos sanos (2 mujeres y 2
hombres) con un rango de edad de 24 a 25 afios de la Universidad Nacional Autbnoma
de México (tabla 1V) bajo el criterio de que fueran personas con habitos saludables para
lo cual se aplicé un cuestionario (tabla V) a fin de conocer su estado nutricional, sus

antecedentes ocupacionales, sus habitos de tabaquismo y de consumo de alcohol.

Tabla IV. 4 Individuos (2 Mujeres y 2 Hombres) sanos con una repeticion

Individuo Sexo Edad Fecha de colecta
de las muestras
D1 Femenino 24 16-04-05
31-05-05
D2 Femenino 24 08-04-05
03-05-05
D3 Masculino 25 22-03-05
26-04-05
D4 Masculino 25 19-05-05
24-05-05

Criterios de inclusion
Individuos sanos, con un rango de edad de 24 a 34 afios de edad, estudiantes
de la UNAM, que no fumen, que nunca hayan tomado drogas y que en el momento de

la toma de la muestra, no se encuentren enfermos o estén tomando medicamentos.

Fitomedicamento

Capsulas de 500 mg con extracto homogenizado y liofilizado de Equisetum
myriochaetum proporcionadas por el Dr. Adolfo Andrade Cetto del grupo de
Etnofarmacia, Facultad de Ciencias UNAM. Se tomaron cuatro concentraciones [12.5,
25, 50 y 500 ppm] de una solucion stock del fitomedicamento utilizando agua destilada

como solvente.



Tabla V. Cuestionario que se aplic6 a los donadores del
proyecto de investigacion: Valoracion de la induccion de
micronucleos (MN) en linfocitos humanos /n vitro por el extracto
fitoterapéutico de Equisetum myriochaetum

Laboratorio de Genética

Apellido paterno: Apellido materno: Nombre:

Estudiante de la carrera:

Facultad:

Estado Civil;

Direccién Particular:

Teléfono trabajo:

Teléfono casa:

E- mail:

Edad:

Sexo:

Estatura: cm |Peso:  Kg

Medicamentos que actualmente estas tomando:

Padecimiento actual:

Facultad de Ciencias UNAM

1. ; Toma café? ISi | No
Si toma, ¢Cuantas tazas al dia?

2. ;Toma Té? ISi  [No
Si toma, ¢Cuantas tazas al dia?

3. Ingiere bebidas alcohélicas? ISi  [No
Si Toma ¢ Con que frecuencia?

4. ;Fumas? ISi  [No
Si fuma, ¢ Cuantos cigarrillos al dia?

Si no fuma, ¢, Ha fumado en alguna época de su vida? ISi  [No

Cuando fumaba. ¢ Cuantos cigarrillos al dia?

¢ Cuéndo dejo de fumar?

5. ¢ Qué come normalmente?

Desayuno

Almuerzo

Comida

Cena

6. ; Toma alguna droga? ISi  [No

Si Toma ¢ Con que frecuencia?

7. ¢ Toma algun antidepresivo? ISi  [No

Si Toma ¢ Con que frecuencia?




Obtencion de la muestra

Las muestras de sangre periférica se obtuvieron por venopuncion en las primeras horas
del dia, utilizando 0.1 ml de heparina como anticoagulante para su posterior
procesamiento.

Siembra de linfocitos

1.- De cada individuo se sembraron 6 tubos de propileno con fondo cénico de 10 ml
de capacidad en un area de trabajo esterilizada por la campana de flujo laminar aseada
previamente con alcohol.

Para cada tubo se utiliz6:

e 5 ml de medio de cultivo para linfocitos Mc Coy”s 52 Gibco (suplementado con
suero fetal, Gibco [10 %], fitohemaglutinina, Gibco [2.8 %], estreptomicina-
penicilina, Gibco [1%]).

¢ 1 ml de la muestra de sangre del donador.

2.- Se incubaron a 37° C por 72 hrs.
3.- A las 24 horas después de la siembra, se adicioné a 4 cultivos el extracto de
Equisetum myrioachaetum en diferentes concentraciones [12.5, 25, 50 y 500 ppm] al
mismo tiempo se agregd al control positivo 0.2 ml de Mitomicina C (MMC), Sigma [80
ng], y al control negativo 0.2 ml de H,0 destilada.
4.- A las 44 horas se adicioné a todos los tubos 0.3 ml de citocalacina B, Sigma
[3mg/ml].
5.- Finalmente a las 72 horas se realiz6 la cosecha de los cultivos.
Cosecha de linfocitos

A las 72 hrs, los cultivos fueron centrifugados a 1500 rpm por 10 minutos, se
descarto el sobrenadante y se resuspendié el botén celular. Enseguida se les agregdé
una solucion hipoténica a 37° C (2.79mg KCI /500ml H,0) por 5 minutos para después
centrifugar por 10 minutos a 1500 rpm. Una vez eliminado el sobrenadante, el botén

celular fue resuspendido y se adicion6 1 ml del fijador (metanol, y &cido acético glacial



3:1). Finalmente se centrifugd a 500 rpm y después se elimind el sobrenadante para
obtener el boton celular resuspendido en pocas gotas de fijador (Fenech, 2000).
Preparacion de laminillas

Se realizaron preparaciones por goteo del material sobre portaobjetos limpios
(los cuales se lavaron con extran y enfriaron previamente en alcohol de cafa al 70 %o).
Se resuspendié el botdn celular con una pipeta Pasteur y se dejaron caer algunas gotas
sobre la laminilla procurando colocar todo el material a lo largo de ésta misma.
Finalmente se tifieron con Giemsa [2.5%] (45 ml de solucion Sorensen y 5 ml de
Giemsa) por 3 minutos y se elimind el exceso de colorante con agua corriente (Fig.11).

Las laminillas fueron codificadas para realizar el estudio a ciegas
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:.v’:__rr Siembra de 6 Cada cultivo < 10% y estreptomicina-penicilina al
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Control Control
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44 hrs _despues 02ml 0.2ml
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e Se sacaron los cultivos de la incubadora.
Se centrifugaron a 1500 rpm por 10 minutos.

-

—
[ ]

Tiempo 3

72 hrs después

de la siembra se

realiza la cosecha
de los cultivos ' e

e Se eliming el sobrenadante resuspendiendo el bot6n celular.

e Se les agregd una solucion hipoténica a 37° C por 5 minutos
para después centrifugar por 10 minutos a 1500 rpm.

o Finalmente se elimind el sobrenadante y se resuspendié el

\ botén celular en pocas gotas de fijador.

e Se elaboraron laminillas.

Figura 11. Metodologia para la determinacion de la genotoxicidad y toxicidad /n vitro de Equisetum myriochaetum por medio de la prueba de microntcleos (MN)
en sangre periférica de linfocitos humanos.



Para cada individuo

1) Se analizaron 2000 células binucleadas para el registro de micronucleos
(1000 del experimento y 1000 de su repeticion)

2) Se cuantific6 el numero de micronucleos ( 0,1,2,3,4,5,6 ) por célula,
también el namero de células mononucleadas, binucleadas, trinucleadas, y
tetranucleadas presentes en cada una de las preparaciones para obtener el
indice de proliferacién de la citocinesis bloqueada (CBPI), de acuerdo a la

férmula de:

M,+2M,+3M,;+4M , +5M
N

CBPI =

Figura 12. Donde M indica el nUmero de células que tienen de 1 a 5 ndcleos y N el nimero

total de células analizadas.

3) Se cuantifico el nUmero de células con puentes y con micronucleos.
4) Por medio de la prueba de ANOVA se analizé la distribucién de micronucleos

en las células binucleadas y el indice de proliferacién (CBPI).



Resultados

En la tabla VI se engloban todos los parametros tomados en cuenta para el
analisis de genotoxicidad y citotoxicidad, como es la distribucién de células de
acuerdo al numero de nucleos, la distribucion de células binucleadas de acuerdo al
ndamero de microndcleos, frecuencia de microndcleos y el indice de proliferacion
celular de la citocinesis bloqueada (CBPI).

Las células observadas en los cultivos celulares obtenidos mediante la

prueba de micronucleos se muestran en la figura 13.

Figura 13. Células observadas en la técnica de micronucleos. A) Célula mononucleada B) Célula

binucleada C) Célula trinucleada D) Célula tetranucleada E) Célula binucleada con micronucleo.



Tabla VI. NGmero y distribucién de microndcleos, frecuencia de células mono, bi, tri y tetranucleadas e indice de proliferacion celular obtenidos al tratar
linfocitos humanos /n vitro provenientes de 4 donadores con diferentes concentraciones de £. myriochaetumy con controles negativo y positivo.

Concentracién Células binucleadas Total de No. | Frecuencia | . Celulas Distribucién y frecuencia de células de acuerdo al Total
Donador | hpm ] Distribucién de microntcleos (MN) |  células | Totalde | ~ "4 """ | Binucleadas nimero de nlcleos de % BN | CBPI
binucleadas MN con MN células
0 1 2 3 14|56 Mononucleadas | Binucleadas Trinucleadas | Tetranucleadas
D1 Control 2015 |7 0 |0 |0|0 |0 |2022 7 0.003 7 233 (0.09) | 2022 (0.82) |155(0.06) |64 (0.03) | 2474 |81.73 |1.99
D1 MMC 2008 |52 1 |0 |[0]0 |0 |2061 54 0.026 53 291 (0.11) (2061 (0.81) [125(0.05) |71 (0.03) [ 2548 |80.89 |1.96
D1 12.5 2020 |6 0O [0 [0]|0 |0 |2026 6 0.003 6 356 (0.13) [ 2026 (0.76) [235(0.09) |59 (0.02) [2676 |75.71 |1.98
D1 25 2061 |10 0 |0 |0|0 [0 |2071 10 0.005 10 347 (0.13) [2071 (0.79) 143 (0.05) |63 (0.02) [ 2624 |78.93 |1.95
D1 50 2078 |8 0O |0 |0|0 [0 |2086 8 0.004 8 258 (0.09) [2086 (0.78) [223(0.08) |93 (0.03) [ 2660 |78.42 |2.02
D1 500 2018 |10 1 |0 [0]0 |0 [2029 12 0.006 11 564 (0.21) [2029 (0.76) [51 (0.02) |19 (0.01) [2663 |76.19 |1.81
D2 Control 2040 |12 0O |0 |[0]0 |0 [2052 12 0.006 12 409 (0.16) | 2052 (0.81) [30 (0.01) (34 (0.01)[2525 |[81.27 |1.86
D2 MMC 2021 |73 1 |0 |0]|0 |0 [2095 75 0.036 74 607 (0.22) | 2095 (0.75) |46 (0.02) |39 (0.01)|2787 |75.17 |1.81
D2 12.5 2023 |22 0O |[0]|0 |0 |2046 24 0.012 23 786 (0.26) [ 2046 (0.69) |78 (0.03) |58 (0.02)[2968 |68.94 |1.78
D2 25 2049 |48 11]/0 |0|0 |0 [2108 70 0.033 59 1912 (0.47) | 2108 (0.52) |20 (0.00) |24 (0.01) 4064 |51.87 |1.54
D2 50 2173 |50 4 |0 |0]|0 |0 |2227 58 0.026 54 1076 (0.31) | 2227 (0.65) |89 (0.03) |50 (0.01) 3442 |64.70 |1.73
D2 500 2031 |10 0 |0 |0[0 [0 [2041 10 0.005 10 1840 (0.47) | 2041 (0.53) |2 (0.00) |0 (0.00) | 3883 |52.56 |1.53
D3 Control 2133 |25 0O |0 |[0]|0 |0 |2158 25 0.012 25 716 (0.23) [ 2158 (0.69) |148(0.05) |117 (0.04) [3139 |68.75 |1.86
D3 MMC 2090 |86 15|/0 |0|0 |0 [2191 116 0.053 101 728 (0.24) (2191 (0.72) [41 (0.01) |70 (0.02)[3030 |72.31 |1.80
D3 12.5 2056 |15 0O [0 [0]O0 |0 |2071 15 0.007 15 1248 (0.33) | 2071 (0.56) |239(0.06) |173 (0.05) |3731 |55.51 |1.78
D3 25 2046 |12 2 |0 [0]|0 |0 |2060 16 0.008 14 635 (0.21) [2060 (0.68) |[213(0.07) |140 (0.05) (3048 |67.59 |1.91
D3 50 2054 |24 9 |0 |0|0 [0 |2087 42 0.020 33 489 (0.17) | 2087 (0.73) [219(0.08) [82 (0.03)[2877 |[72.54 |1.93
D3 500 2119 |21 2 |0 |0]|0 |0 |2142 25 0.012 23 1295 (0.37) |2142 (0.62) |11 (0.00) |24 (0.01) 3472 |61.69 |1.64
D4 Control 2045 |6 0 |0 |[0]0 |0 [2051 6 0.003 6 672 (0.23) [ 2051 (0.69) [107(0.04) |131 (0.04) [2961 |69.27 |1.85
D4 MMC 2000 |26 1 |0 |0|0 |0 |2027 28 0.014 27 750 (0.25) [2027 (0.68) [100(0.03) |112 (0.04) [2989 |67.82 |1.82
D4 12.5 2106 |4 0O |0 |0]O0 |0 |2110 4 0.002 4 581 (0.20) [2110 (0.72) [205(0.07) |40 (0.01) 2936 |71.87 |1.89
D4 25 2043 |6 0O |0 |0]0 |0 |2049 6 0.003 6 569 (0.19) [ 2049 (0.69) |184(0.06) |179 (0.06) [2981 |68.74 |1.93
D4 50 2006 |6 0O |0 |0]0 |0 |2012 6 0.003 6 552 (0.18) [ 2012 (0.66) | 207 (0.07) |266 (0.09) 3037 |66.25 |1.97
D4 500 2035 |8 0O |0 |[0]0 |0 |2043 8 0.004 8 533 (0.19) [ 2043 (0.75) |77 (0.03) |88 (0.03)[2741 |7453 |1.87

BN= Células binucleadas, CBPI= Indice de proliferacion de la citocinesis bloqueada, MMC= Mitomicina C.



Se realizd la prueba de Kastenbaum — Bowman para determinar que los
datos obtenidos de las muestras de los donadores y su respectiva repeticion no

eran diferentes, por lo que se sumaron (Tabla VII).

Tabla VII. Nimero total de células binucleadas analizadas por donador.

Individuo Sexo 12.5ppm | 25ppm 50 ppm | 500 ppm MMC Control
D1 Femenino 2026 2071 2086 2029 2061 2022
D2 Femenino 2046 2108 2227 2041 2095 2052
D3 Masculino 2071 2060 2087 2142 2191 2158
D4 Masculino 2110 2049 2012 2043 2027 2051

Para la frecuencia de micronucleos en células binucleadas se realizd un
analisis de residuos donde se encontrd que los resultados se comportan

aleatoriamente y sin sesgo (Statistica Vers. 6.0) (Grafica 1).

Gréfica de Normalidad para la Frecuencia de micronticleos | Todos los Grupos

Efecto: "Concentracion"

3.0
25}
20 ¢
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-1.0 |
-1.5 ¢
2.0
-2.5 . . * * : . .

-0.015 -0.010 -0.005 0.000 0.005 0.010 0.015 0.020 0.025

Valor observado

Valor Normal esperado

Grdfica 1. Prueba de Normalidad para la frecuencia de microntcleos (MN)

Con base a la tabla VI se realiz6 la prueba de ANOVA de una via tipo 1 para
valores anidados con el objetivo de evaluar la frecuencia de microntdcleos en
células binucleadas entre las concentraciones del fitomedicamento y el control

negativo.



La prueba de ANOVA indica que no hay diferencias estadisticamente
significativas entre las concentraciones del fitomedicamento y el control negativo,
es decir el extracto de Equisetum myriochaetum no incremento6 la frecuencia de
micronucleos al comparar las concentraciones con el control negativo (tabla VIII y
IX Statistica Vers. 6.0). Esto mismo se puede observar en la grafica 2, en la que
los grupos experimentales muestran un comportamiento similar para todas las
concentraciones del extracto, lo cual evidencia un resultado sin efecto genotoéxico

ni citotoxico.

Tabla VIII. Tabla de ANOVA de una via para la frecuencia de microntcleos

Tabla de ANOVA de una via para la Frecuencia de Micronucleos

Suma de cuadrados |Grados de libertac| Varianzas-CM F-RV p
Efecto:

Concentracion 0.000209 4 0.000052 0.68114 0.615726
0.001150 15 0.000077

Tabla IX. Prueba desbalanceada de Tukey.

Variable: Frecuencia de microncleos (Datos tabla de ANOVA una via)
Error: Entre CM = 0.00008, gl = 15

Concentracion {1} {2} {3} {4} {5}
.00596 .00596 .01218 .01325 .00660
Control 1.000000 0.848785 0.763613 | 0.999972
12.5ppm 1.000000 0.848970 0.763835 | 0.999972
25ppm 0.848785 | 0.848970 0.999794 | 0.891936
50ppm 0.763613 0.763835 | 0.999794 0.817143
500ppm 0.999972 0.999972 0.891936 0.817143
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Grdfica 2. Grafica de ANOVA para una via de la frecuencia de micronucleos. Para 4.15 grados de
libertad F= 0.68114, p= 0.61573

La frecuencia inducida de micronucleos se obtuvo a partir de la frecuencia
de microndcleos a la que se rest6 el valor obtenido del control negativo. (Grafica

3)

o D1

inducida 0D3
m D4

25 ppm 50 ppm 500 ppm MMC

Concentracion del extracto

Grdfica 3. Frecuencia inducida de micronlcleos (MN) en células binucleadas de linfocitos expuestos
al extracto de Equisetum myriochaetum.



Se analiz6 la frecuencia de micronudcleos entre sexos con la finalidad de
evaluar si existia diferencia entre los dos grupos mediante una prueba de ANOVA
de una via; no se encontraron diferencias estadisticamente significativas para las

frecuencias de micronucleos entre géneros. (Grafica 4, Statistica Vers. 6.0)

O Hombres @ Mujeres ‘

Frecuencia de MN

Lo

Concentracion del extracto

Gréfica 4. Frecuencia de micronucleos entre géneros.



Discusion

Hoy dia la necesidad de encontrar farmacos Utiles para combatir algunas
enfermedades es el mas fuerte incentivo para continuar con labores de
investigacion. Aunque la farmacologia moderna guarda estrecha relacién con la
medicina, depende en gran parte de ciencias basicas como la fisica, la quimica y la
biologia para el completo entendimiento de un nuevo farmaco (Bevan et al.
1982).

El valor de las plantas medicinales estd dado por sus constituyentes
quimicos generalmente los metabolitos secundarios como los alcaloides,
terpenoides, glicosidos, flavonoides y lignanos que producen efectos fisioldgicos
sobre el organismo humano, que en la mayoria de los casos no se conocen,
pudiendo llegar a ser nocivos; es decir, estas sustancias se pueden encontrar
aunadas a las sustancias benéficas, pero su efecto ocasionara que la planta no sea
costeable en términos de salud. Es por ello que el inventario quimico y la
evaluacion farmacoldgica de las plantas medicinales mexicanas es todavia mas
incompleto que el inventario taxondmico (Rosas, 2000).

Recientemente encontramos muchos estudios de plantas de las cuales se
han logrado aislar una gran variedad de compuestos con el objetivo principal de
desarrollar medicinas Utiles y especialmente fitomedicinas o suplementos
nutricionales que beneficien el tratamiento de una determinada enfermedad. A
principios de los afos 60°s la Food and Drug Administration (FDA) dispuso que
antes de que los nuevos compuestos quimicos entraran al mercado comercial,
fuesen sometidos a pruebas de toxicidad y genotoxicidad, debido a que la mayoria
de las drogas que se usaban en la medicina del siglo XIX eran sustancias o
principios activos naturales empleados en el ser humano de forma empirica sin
previa evaluacion en el laboratorio (Swinyard, 1992).

El conocimiento sobre los mecanismos de accién de un agente quimico
permite comprender los efectos colaterales que éste produce en un organismo. Los

efectos carcindgenos de las sustancias quimicas por lo regular tienen un largo




periodo de latencia y a veces transcurren de 20 a 30 afos para que surjan
neoplasias. Efectos tan tardios no pueden evaluarse durante un periodo razonable
de estudio inicial de un compuesto quimico, por lo que existe la necesidad urgente
de crear pruebas confiables para la deteccidn de dicha toxicidad y de vigilar de una
manera sistematica los efectos a largo plazo (Klaassen, 1994).

A fin de saber si un compuesto es genotoxico para el ser humano, se han
establecido diferentes técnicas de laboratorio tanto in vivo como in vitro. Las
pruebas /n vivo evallan el efecto del compuesto suministrado a un organismo en
una etapa 6 durante todo su ciclo de vida, permitiendo asi detectar genotdxicidad
por diferentes métodos (Klaassen, 1994). Con respecto a las técnicas in vitro es
necesario mencionar que idealmente cada compuesto quimico debe ser estudiado
en las diferentes etapas del ciclo celular para evaluar su potencial genotdxico,
debido a que las células en sus diferentes fases del ciclo celular (M, Gi, Sy Gy)
muestran diversos grados de sensibilidad a los efectos genotoxicos, por ello es
importante exponer a los cultivos celulares cuando la mayoria de las células se
estén dividiendo (Fenech et al. 2002).

Las concentraciones a las que se expusieron los cultivos celulares en este
estudio fueron 12.5 ppm, 25 ppm, 50 ppm y 500 ppm y se designaron tomando en
consideracion:

1) Los trabajos realizados por Andrade en el 2000 y Revilla en el 2002, éste
ultimo evalué los efectos hipoglucémicos de Equisetum myriochaetum en
pacientes diabéticos a quienes se administrd el extracto de acuerdo a su peso, es
decir se tomaron 0.33 g de la planta seca (partes aéreas) por cada kilogramo de
peso del paciente.

2) El trabajo realizado en el Laboratorio de Genética de la UNAM por
Barcenas en el 2004 quien utilizd las concentraciones de 0.78, 1.56, 3.12, 6.25,
12.5, 25, 50 y 500 ppm del extracto homogenizado y liofilizado de las partes
aéreas de Equisetum myriochaetum para evaluar la genotoxicidad /n vivo utilizando
células somaticas de Drosophila melanogaster donde la concentracion de 1.56 ppm

correspondia a la dosis empleada en el ser humano.



La utilizacion del ensayo de microndcleos por bloqueo de la citocinesis
(CBMN) en linfocitos de sangre periférica humana /in vitro se llevo a cabo para
determinar la capacidad genotdxica y citotoxica del extracto homogenizado y
liofilizado de las partes aéreas de Equisetum myriochaetum.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo se enlistan en la tabla VI y
grafica 5 donde se muestran las distribuciones de células de acuerdo al nimero de
nucleos (monondcleadas, binucleadas, trinucleadas y tetranucleadas) evidenciado
una distribucion mayor en células binucleadas con respecto a las otras células para
cada uno de los donadores, es decir para cada concentracion de cada donador se
encontrd un porcentaje de células binucleadas mayor al 50 %, lo que asegura que
la prueba fue realizada correctamente debido que al tener mayor cantidad de
células binucleadas (en donde se realizo el andlisis de genotoxicidad) inferimos que
los cultivos sufrieron una ronda de division después de afiadir la Citocalacina B,
factor importante para la técnica de micrénucleos. Con relacion a las células
mononucleadas suponemos que son todas aquellas células que no sufrieron una
estimulacién necesaria para llegar a dividirse. Pese a que no se encontraron una
gran cantidad de células trinucleadas, el origen de éstas en todas las
concentraciones e incluso en los controles de los donadores es incierto debido a
que tedricamente se esperaria tener células binucleadas que han sufrido un ciclo
de divisién o células tetranucleadas con dos ciclos de divisiones. Finalmente es
importante mencionar que en la literatura no hay estudios donde aborden el origen
de estas células, sin embargo en la mayoria de los trabajos que utilizan la técnica

de micronucleos hay presencia de células trinucleadas (Fenech et a/ 1999a).
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Grafica 5. Distribucion de células de acuerdo al nimero de nucleos.

La frecuencia de micronucleos en las células mononucleadas, trinucleadas y
tetranucleadas fue cero o cercana a cero para algunas concentraciones, por lo que
estas células no se contemplaron al hacer el analisis estadistico, sin embargo se
sumd el nimero total de éstas mismas para cada donador a fin de representar su
distribucién en la grafica 6, donde se observa que el nimero total de micronucleos
estd por debajo de veinte, para los tres tipos celulares en los donadores a
excepcion del donador dos, que tiene células mononucleadas con microntcleos

alrededor de cincuenta.
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Grafica 6. Distribucion de células con micronucleos (MN).

Los resultados no mostraron ser positivos para genotoxicidad al comparar la
frecuencia de micronucleos de las concentraciones con su control por medio de la
prueba de ANOVA (tabla VIII). Sin embargo, cuando se analiz6 la frecuencia de
MN en forma individual, en el donador dos (D2) se observo en las concentraciones
25 ppm y 50 ppm un incremento en la frecuencia de MN de 0.33 y 0.026 con
respecto al control de 0.006, sin embargo, no resulto estadisticamente significativo
para considerarlo como positivo (valor de p= 0.6157). La explicacién al incremento
diferencial en la frecuencia de micronucleos del donador dos con relacion a los
demas donadores podria deberse a la variacién intrinseca de cada persona para
responder a un agente quimico debido en gran parte a las capacidades
metabdlicas y a las diferencias en los mecanismos de reparacion, es por ello que
en estudios con poblaciones humanas es comun encontrar variaciones incluso en
los controles negativos (Hirvonen, 1995). Aunado a esto es importante mencionar
que fue precisamente el donador dos quien presentd el mayor nimero de células
mononucleadas con micronucleos (grafica 6) por lo que es muy probable que este
aumento se deba a un elevado numero de micronlcleos basales que como se
menciond anteriormente, la presencia de estas células es un indicador de un dano
pre-existente. Otra explicacion es que algunos de los polimorfismos genéticos para

las enzimas de reparacién del material genético pueden afectar la funcion de estas



proteinas, permitiendo un incremento en la susceptibilidad en una exposicién a
agentes quimicos o ambientales. Entre los polimorfismos genéticos encontramos a
APE1 y a su alelo APE1 148G/u que esta fuertemente relacionado con el retraso
mitdtico de cultivos de linfocitos de sangre periférica (Hu et a/. 2001). Los nimeros
de alelos variantes para los genotipos APE1 estan asociados significativamente con
un retraso prolongado en el ciclo celular en sujetos sanos (Hu et al. 2002).

Con respecto al analisis de citotoxicidad se calculd el indice de proliferacién
celular de la citocinesis bloqueada (CBPI) para cada una de las concentraciones en
los diferentes individuos (tabla VI) con la prueba de ANOVA para una via. Se
concluyd que no ocurrieron alteraciones en las divisiones celulares de los cultivos,
es decir, no se encontrd evidencia suficiente para asegurar que las
concentraciones del extracto modifican la cinética de proliferacion celular in vitro lo
que sugiere que las dosis a las que fueron expuestos los cultivos no son
citotoxicas, lo que coincide con lo reportado por Barcenas (2004) quien no
encontrd toxicidad en el extracto de Egquisetum myriochaetum aun en
concentraciones tan altas como 3,700 ppm para determinar la LDsy de su trabajo.
También coincide con lo reportado por (Chavez, 1991) quien realizd un analisis de
toxicidad en Artemia Salina con el extracto de las partes aéreas Fquisetum
myriochaetum. Se concluyo que habia un bajo porcentaje de mortalidad por el
extracto en su totalidad, pero al realizar la misma prueba para los dos compuestos
bioactivos, pinocembrina (LCs0=8.2) y crisina (LCso=8.2) mostraron tener una
considerable toxicidad. La pinocembrina posee actividad ovicida, larvicida,
fasciolocida y antimicrobiana, (Camacho, 1990). Con relacion a la crisina se ha
demostrado la actividad antimicrobiana, especificamente contra Pseudomona
aeruginosay Candida albicans (Rojas, 1990).

En suma, el extracto de las partes aéreas Equisetum myriochaetum no
presentd actividad genotdxica ni citotoxica /n vitro. Estos resultados son
congruentes con los realizados por Barcenas en el 2004, quien concluyd que no
habia un incremento significativo en las frecuencias de mutaciones de las series
experimentales con respecto a las del testigo, es decir, los compuestos contenidos

en el extracto de la planta no fueron capaces de inducir alteraciones genéticas en



los discos imaginales que dan origen a las alas de las moscas. También se realizd
la prueba de teratogénesis del mismo extracto, resultando ser negativa ya que no
se observo ningun tipo de alteracion morfoldgica en las moscas adultas tratadas.
Con todo esto podemos decir que el extracto de las partes aéreas
Equisetum myriochaetum se perfila como un auxiliar en el tratamiento de la

Diabetes mellitus tipo 2.



Conclusiones

De acuerdo a las condiciones del experimento el extracto de Equisetum
myriochaetum mostro:
e No ser genotdxico en cultivos de linfocitos de sangre periférica de
cuatro individuos.
e No se encontraron diferencias significativas en la frecuencia de
micronucleos debidas al género.
e Nula actividad citotdxica al no alterar el indice de proliferacion

celular.

Sugerencia:
Se propone realizar estudios con el extracto de Eguisetum

myriochaetum en seres humanos con diabetes melitus tipo 2 para evaluar su

efecto para contra la diabetes.
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