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RESUMEN

La tripanosomiasis americana y la leishmaniasis son problemas de salud publica
relevantes en Iberoamérica. Las drogas utilizadas actualmente para el tratamiento de
estas enfermedades poseen efectos colaterales toxicos severos. Varios grupos de
investigacion estan abocados a la busqueda de productos naturales y sintéticos para
encontrar nuevos agentes terapéuticos efectivos que no presenten reacciones colaterales
adversas. En la evaluacion de compuestos de la especie vegetal Zanthoxylum chiloperone
(Rutaceae), se demostré que compuestos aislados del extracto presentaban actividad
leishmanicida, tripanocida y antifungica in vivo. Teniendo como antecedentes estos
resultados, en el presente estudio se evaluaron los efectos genotoxico y citotoxico del
cantin-6-ona y del 5-metoxicantin-6-ona, moléculas aisladas de la planta, en células de
médula 6sea de animales tratados. El estudio de los efectos genotdxicos se hizo a través
del ensayo de modificaciones en la frecuencia de micronucleos y el efecto citotdoxico por
modificaciones en la relacion entre eritrocitos policromaticos vy eritrocitos
normocromaticos. Se realizaron 2 ensayos independientes y en cada ensayo los animales
fueron divididos en tres grupos de tratamiento: GRUPO I: control negativo que recibid
200 uL de agua y 2.1% de DMSO, via oral, GRUPO II: compuesto a ser evaluado
(canthin-6-ona o 5-methoxicantin-6-ona) con 2.1% de DMSO, y GRUPO III: control
positivo que recibié ciclofosfamida 50mg/kg/peso del animal, via intraperitoneal. El
analisis estadistico mostré que ambos compuestos no presentaron efectos genotoxicos ni
citotoxicos. Estos resultados permiten proponer a estas moléculas como candidatas a ser
sometidas a estudios mas detallados como potenciales farmacos contra estas dos
enfermedades.
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Genotoxic evaluation of the molecules with trypanocidal
and leishmanicidal effects, canthin-6-one and 5-
methoxycanthin-6-one in mouse bone marrow cells

ABSTRACT

American trypanosomiasis and leishmaniasis are relevant public health problems in Latin
America. The drugs currently used to treat these diseases have severe toxic side effects.
Several research groups are dedicated to the search of natural and synthetic products to
find new effective therapeutic agents that do not present adverse collateral reactions. In
the evaluation of compounds of the plant species Zanthoxylum chiloperone (Rutaceae), it
was shown that isolated compounds of the extract had leishmanicidal, trypanocidal and
antifungal in vivo activities. Based on these results, the genotoxic and cytotoxic effects of
canthin-6-one and 5-methoxycanthin-6-one, molecules isolated from the plant, on bone
marrow cells of treated mice were evaluated in the present study. The study of genotoxic
effects was made through the test of modifications in the frequency of micronuclei and
the cytotoxic effects by modifications in the relationship between polychromatic
erythrocytes and normochromic erythrocytes. Two independent assays were performed
and in each assay the animals were divided into three treatment groups: GROUP I:
negative control that received 200 pL of water and 2.1% of DMSO, orally, GROUP II:
compound to be evaluated (canthin-6 -one or 5-methoxycanthin-6-one) with 2.1%
DMSO, and GROUP III: positive control that received cyclophosphamide 50mg /kg animal
weight, intraperitoneal. Statistical analysis showed that both compounds had neither
genotoxic nor cytotoxic effects. These results allow these molecules to be proposed as
candidates to be subjected to more detailed studies as potential drugs against these two
diseases.

Keywords: Zanthoxylum chiloperone, canthin-6-one, 5-methoxycanthin-6-one,
genotoxicity, cytotoxicity, micronucleus, polychromatic erythrocyte.

INTRODUCCION

La leishmaniasis es una enfermedad que representa un serio problema de salud
publica, se distribuye en zonas tropicales y sub tropicales de Africa, Asia, América del Sur
y la zona del Mediterréneo'”), con una estimacién de 2 millones de casos por afio y el
tratamiento es limitado por la toxicidad, baja eficacia y dificultad de acceso a los
medicamentos®. Por otro lado, la enfermedad de Chagas es una patologia cuya
quimioterapia actual se basa casi exclusivamente en el uso de benznidazol, pero, nuevas
drogas con menos efecto secundario y con mayor actividad tripanocida son necesarias®
debido a que el tratamiento actual posee severos efectos colaterales téxicos*>), Al igual
que en la leishmaniasis, numerosos grupos de investigacion estan abocados a la
busqueda de nuevas alternativas terapéuticas eficaces y seguras. Es asi que, en el caso
de las especies de plantas paraguayas con propiedades medicinales prometedoras
destaca la rutacea Zanthoxylum chiloperone var. angustifolium Engl. que entre otros
compuestos aislados tiene una familia de alcaloides de tipo beta-carbolina llamados
cantinonas, siendo las mas abundantes la cantin-6-ona y 5-metoxicantin-6-ona. Estos
alcaloides fueron aislados a partir de la corteza del tronco y de las hojas de este arbol y
se destacan por presentar interesante actividad antiparasitaria in vivo contra las formas
amastigotes y tripomastigotes de T. cruzi®® y leishmanicida”’. Ferreira et al.® evaluaron
los efectos antiparasitarios del cantin-6-ona, el 5-metoxicantin-6-ona, el N-oxido de
cantin-6-ona (5 mg/kg/dia durante 2 semanas) y los alcaloides totales de la corteza del
tronco de Z. chiloperone (50 mg / kg / dia durante dos semanas) en comparaciéon con
benznidazol (50 mg / kg / dia durante 2 semanas) en ratones en fase aguda y croénica
de la infeccién con T. cruzi. En este estudio, la parasitemia se redujo significativamente
después del tratamiento por via oral con cantin-6-ona y el extracto de alcaloides totales,
en los casos agudos y se observaron altos niveles de eliminacion parasitoldgica. En la
fase cronica de la enfermedad, tanto cantin-6-ona como el extracto conteniendo los
alcaloides totales, indujeron un 80-100% de supervivencia en los animales, en
comparacién con el grupo control no tratado. Estos resultados indican que la cantin-6-
ona exhibid actividad tripanocida en un modelo de infeccidén crénica; mientras que el 5-
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metoxicantin-6-ona si bien presentd una accién limitada contra T. cruzi, mostré una
reduccion rapida de la parasitemia y parasitos circulantes. En relacién a la leishmaniasis,
Ferreira et al”? mostraron que el cantin-6-ona presenté una baja toxicidad y una
interesante efectividad cuando fue administrada de forma interlesional y sugirieron otros
estudios para determinar su uso en el tratamiento de la leishmaniasis cutanea.

Los grupos de trabajo de la Unién Europea (EU), la Organizacién Econdmica de
Cooperaciéon y Desarrollo (OECD) y también la Conferencia Internacional de Armonizacién
de Requerimientos Técnicos para el Registro de Productos farmacéuticos de Uso Humano
(ICH) han definido el uso de baterias de ensayos de genotoxicidad, tanto in vitro como in
vivo® necesarios para la evaluacién de moléculas con posible accién terapéutica. Asi, el
ensayo de micronucleos en células de médula 6sea de ratas o ratones es un ensayo de
facil acceso'®. Los micronlcleos en eritrocitos jévenes surgen primariamente de
fragmentos cromosdmicos que no son incorporados en las células hijas en el momento de
la divisién celular de células eritropoyéticas mientras que los cambios en la incidencia de
EPCMNs se consideran que reflejan dafios cromosémicos(!!'?), Este ensayo es valido
tanto para realizar un estudio de los efectos genotoxicos (clastogénicos o aneugénicos)
de algunas substancias como para estudiar los posibles efectos protectores de otras
substancias(!®. La aplicacién de este ensayo estd en consonancia con la estrategia
adoptada internacionalmente en la evaluacién del potencial aneugénico o clastogénico de
potenciales moléculas de actividad farmacolégica®. Dado que la presencia de
micronucleos (MN) se traduce en el ambito celular como pérdida de ADN, esta técnica es
entonces una alternativa muy eficaz para el monitoreo de genotdxicos de manera facil,
sencilla, rdpida y con resultados contundentes!®. La prueba permite detectar tanto
agentes clastogénicos (que rompen cromosomas), como aneuploidogénicos (que pueden
afectar el huso mitotico), pudiéndose diferenciar unos de otros por el tamafio de los MN y
presencia de centrémero®,

El objetivo de este trabajo fue evaluar el potencial genotdxico y citotdoxico de las
moléculas cantin-6-ona y 5-metoxicantin-6-ona en células de médula ésea de ratones
tratados por via oral en un tratamiento sub agudo en dos ensayos independientes
utilizando las pruebas de modificacion de la frecuencia de micronucleos.

MATERIAL Y METODOS

Materiales: Suero Bovino Fetal (PAA), Ciclofosfamida (SIGMA), Metanol.

Extractos: El cantin-6-ona y el 5-metoxicantin-6-ona fueron extraidos, liofilizados y
mantenidos a -20°C hasta el momento del uso. Cada liofilizado se diluyo en 2.1% de
dimetilsuféxido (DMSO) y agua destilada.

Animales: Se utilizaron ratones Swiss albinos, hembras (cantin-6-ona) y machos (5-
metoxicantin-6-ona), de 6-8 semanas de vida, peso corporal 28-30 gramos, mantenidos
en un ambiente con temperatura controlada con agua y comida ad libitum, con 12 h de
luz y 12 h a oscuras, en el bioterio del Instituto de Investigaciones en Ciencias de la
Salud (IICS). Se realizaron dos ensayos por separado, cada ensayo tuvo sus controles,
negativo y positivo. Los animales fueron distribuidos aleatoriamente en grupos de 5
animales (ensayo 1) o 6 animales (ensayo 2).

Tratamientos: En cada ensayo se emplearon tres grupos de tratamiento. Ensayo 1:
GRUPO I: control negativo, tratado con 200ul de agua destilada con DMSO al 2.1%,
GRUPO II: tratado con 20 mg/Kg peso animal, del compuesto cantin-6-ona y GRUPO III:
control positivo, tratado con 50 mg/Kg. de ciclofosfamida. Ensayo 2: GRUPO I: control
negativo, tratado con 200ul de agua destilada con DMSO al 2.1%, GRUPO II: tratado con
20 mg/Kg peso animal de 5-metoxicantin-6-ona, GRUPO III: control positivo, tratado con
50 mg/Kg de ciclofosfamida. Para las concentraciones utilizadas en cada grupo, se
tomaron como referencia las dosis empleadas en los ensayos in vivo de actividad
antiparasitaria de productos naturales realizados previamente por nuestro grupo de
trabajo. La via utilizada en la administracién del control negativo y de los compuestos en
los grupos Iy II de cada ensayo fue oral (v.0.) durante 4 dias y en el grupo III la via fue
intraperitoneal (i. p.), en Unica dosis, 24 horas antes del sacrificio.

Ensayo de micronucleo: Los animales de los ensayos 1 y 2 se sacrificaron por ruptura
cervical a las 48 hs de finalizado el tratamiento, estando este tiempo de muestreo
basado en la cinética de maduracion de los eritrocitos en ratones. El procedimiento
empleado para la obtencién de las preparaciones de la medula 6sea fue realizado de
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acuerdo a la metodologia propuesta por Schmid”). Se tifieron las muestras con
colorante Giemsa al 5%, diluido en agua destilada estabilizada con tampén. Se
analizaron las muestras en microscopio Optico de inmersion y se contaron 1000
eritrocitos policromaticos (EPCs) incluyendo los que presentaron micronucleos (EPCMNSs),
por animal tratado. La proporcién de EPCMNs fue realizada para cada grupo y los grupos
de tratamiento de los compuestos y ciclofosfamida (CP) fueron comparados con el grupo
control negativo. Para el anadlisis de citotoxicidad se utilizaron las mismas muestras del
ensayo de micronucleo, donde se analizaron 200 células por animal tratado y se observé
la proporcidn de eritrocitos policromaticos (EPC) versus la proporcion de eritrocitos
normocromaticos (ENC).

Analisis estadistico: A partir de los valores individuales de los parametros evaluados se
calcularon los valores medios y sus desviaciones estandar, para cada uno de los grupos
experimentales. Los datos fueron procesados mediante el software de analisis estadistico
EpiInfoTM version 3.5.1. y el ensayo estadistico ANOVA con un nivel de significancia de
p<0,05.

Asuntos éticos: El protocolo No. 1305-2005-14 de este estudio fue aprobado por el
Comité Etico y Cientifico del IICS. Se siguieron las recomendaciones de la Guia de
Principios Internacionales para Investigaciones Biomédicas que envuelven animales,
elaborados por el Consejo de Organizaciones Internacionales de Ciencias Médicas'®. Se
utilizé la cantidad minima posible de animales y se tomaron todas las precauciones para
evitarles sufrimientos innecesarios.

RESULTADOS
Analisis de la frecuencia de micronlcleos:

Los criterios de genotoxicidad tomados fueron los recomendados por OECD19 (1993)
y los de Hayashi et al.*>), comparando las frecuencias de EPCMNs en una o mas dosis del
grupo de tratamiento con respecto al control negativo. En la Tabla 1 se muestran los
resultados del analisis de la induccién de micronlcleos en médula dsea de ratones con el
compuesto cantin-6-ona. Se evaluaron 5000 células por cada grupo de tratamiento, el
porcentaje de EPCMNs en el grupo control negativo fue de 0.2% vy el porcentaje de
EPCMNs en el grupo control positivo, tratados con una dosis Unica de ciclofosfamida, fue
de 3.5%. También se muestra la relacion EPC/ENC, analizada para evaluar el potencial
citotoxico del tratamiento. Si existe una diferencia significativa en la comparacion de la
relacion de los tratamientos con el control negativo es indicativa de toxicidad.

Tabla 1: Frecuencia de eritrocitos policromaticos micronucleados, media y desvio
estandar (SD), en médula dsea de ratones hembras tratadas con cantin-6-ona.

Grupo Total EPC Total Namero de EPC Ratio
experimental EPCMN EPCMN (%) Media £ SD EPC/ENC
CTL- 5000 12 0.24 2.4+1.1 1,10
CP 5000 179 3.5 25.8+5.1 1,15
Canthin-6-ona 5000 13 0.26 2.6£1.1 1,10

EPC: FEritrocito Policromatico, EPCMNs: Eritrocitos Policromatico Micronucleado; ENC: eritrocito
Normocromatico; CP: ciclofosfamida. Datos procesados por el software de analisis estadistico EpiinfoTM versién
3.5.1.Ensayo estadistico ANOVA (p<0,05).

Por otro lado, en la Tabla 2 se observan los valores de MN en los grupos de ratones
gue han sido tratados con el compuesto 5-metoxicantin-6-ona en células de médula 6sea
de ratones, se evaluaron 6000 células por grupo de tratamiento, donde el porcentaje del
EPCMNs en el grupo de control negativo fue de 0,5 % y el porcentaje de EPCMNs en el
grupo control positivo, tratados también con dosis Unica de ciclofosfamida fue de 3.4%
mientras que en el grupo 5-metoxicantin-6-ona fue de 0.5%. Se muestra la relacién
EPC/ENC de los 3 grupos analizados.
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Tabla 2: Frecuencia de eritrocitos policromaticos micronucleados, media y desvio
estandar (SD), en médula ésea de ratones machos tratados con 5-metoxicantin-6-ona.

Grupo experimental Total Total Namero de EPC Ratio
EPC EPCMN EPCMN (%) Media+£SD EPC/ENC
CTL- 5000 25 0.5 5+2.2 1,19
CP 5000 174 3.4 34.8+6.8 1,08
5-metoxicantin-6-ona 5000 29 0.5 5.8+3.3 1,14

EPC: Eritrocito Policromatico; EPCMNs: Eritrocitos Policromatico Micronucleado; ENC: eritrocito
Normocromatico; CP: ciclofosfamida. Datos procesados por el software de analisis estadistico EpiinfoTM version
3.5.1.Ensayo estadistico ANOVA (p<0,05)

DISCUSION

En la busqueda de nuevos principios activos para el tratamiento de enfermedades
endémicas o regionales es necesario evaluar los posibles efectos secundarios de los
mismos, para evitar o minimizar las secuelas del tratamiento. Las drogas utilizadas
actualmente en el tratamiento de la leishmaniasis presentan efectos secundarios toxicos
o genotodxicos®®?® asi como las utilizadas en el tratamiento de la enfermedad de
Chagas®*?®, lo que hace necesaria la blusqueda de nuevas alternativas de tratamiento
de estas enfermedades. De acuerdo a la OECD se deben aplicar varios ensayos basicos
para determinar el potencial mutagénico, clastogénico o aneugénico, tanto in vitro como
in vivo, en el desarrollo de nuevos productos quimicos con potencial farmacoldgico?, La
actividad de los principios activos extraidos de la planta Zanthoxylum chiloperone,
cantin-6-one y el 5-metoxicantin-6-ona ya fue analizada in vitro e in vivo por nuestro
equipo de trabajo en una fase inicial, donde se ha visto que presentaron una actividad
antiparasitaria importante(®®2®), La concentracién utilizada en este estudio representa el
promedio de la concentracion utilizada en los ensayos de evaluacion de la actividad
antiparasitaria de los productos in vivo®”). Las dosis de tratamiento utilizadas en ambos
ensayos fueron seleccionadas con la finalidad de conocer los limites de concentracién de
uso del producto. Los resultados indican que los compuestos evaluados no inducen un
aumento de dafio genotdoxico en células de médula 6sea de ratones cuando son
expuestas al mismo en un tratamiento agudo de 96 hs. Resulta imprescindible para estos
ensayos la utilizacion de un control negativo (vehiculo o solvente de los compuestos
evaluados) por que las respuestas genotdxicas y toxicas de dichos compuestos se
evidencian en la comparacion con los valores de sus respectivos controles y un control
positivo que valide el ensayo; los porcentajes de EPCMNs en el grupo control negativo
fueron de 0.2% y 0.5%, valores que se encuentran en los rangos descritos en la
literatura®®®=% y que son valores dentro del rango normal. Con respecto al grupo control
positivo, los datos obtenidos en este estudio concuerdan con los datos reportados en la
literatura, ya que el analisis estadistico mostré que la frecuencia de micronucleos en
células de médula 6sea en los animales tratados con ciclofosfamida fue significativa,
cuando fue comparada con el grupo control negativo®®). En cuanto al efecto citotdxico de
ambas moléculas hemos observado que tanto el cantin-6-ona y el y el 5-metoxicantin-6-
ona no han presentado ninguna actividad citotoxica en células de médula ésea, por lo
que se deduce que no presentan actividad citotdxica ni genotoxica. La concordancia de
los resultados obtenidos con la ciclofosfamida en este estudio con los encontrados en la
literatura®? validan los resultados obtenidos en la evaluacién de los principios activos
cantin-6-ona y 5-metoxicantin-6-ona.

Los resultados obtenidos en la evaluacion de estos compuestos derivados de la planta
de Zanthoxylum contribuyen al conocimiento de sus posibles efectos secundarios e
indican que podrian ser candidatos a ser incorporados en la medicina humana como
antifingicos, antichagdsicos o leishmanicidas en el futuro. Resulta indudable la
importancia de estos resultados en la busqueda de alternativas mas seguras para el
tratamiento de la tripanosomiasis y la leishmaniasis. Sin embargo, otros analisis deben
ser aplicados para tener mayor seguridad de que estas moléculas no presentan efectos
adversos, como ser, el ensayo de genotoxicidad en células humanas tratadas in vitro®? o
ensayos in vivo en modelos murinos con mayores tiempos de exposicion©?),
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