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RESUMEN

Este estudio se realizd con el fin de evaluar la toxicidad del extracto de Abuta grandifoliamediante la técnica de One cell test. El extracto
etanolico se prepard mediante secado y pulverizacién del tallo de la A. grandifoliz; la extraccién se realiz6 con etanol al 96% y posterior-
mente se hizo una extraccion acido-base hasta obtener la fraccién alcaloidal purificada. Los resultados revelaron que el extracto inhibié
el crecimiento celular de modo dosis-dependiente en concentraciones de 0.01,0.02, 0.1 y 0.4% enmedio HTF.
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ABSTRACT

This study was aimed at evaluating Abuta grandifoliaplant extract toxicity using the One cell test. The ethanol extract was prepared by
drying and grinding up A. grandifoliastems. Extraction was done with 96% ethanol, followed by further acid-base extraction to obtain
apurified alcaloidal fraction. The results showed extract dose-dependent cell growth inhibition at concentrations ranging from 0.01%,

0.02%, 0.1% 10 0.4% in HTF medium.
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INTRODUCCION

Ciertas técnicas que aun se utilizan en los estudios
de toxicidad y otros de tipo diagndstico o terapéutico
involucran metodologias traumaticas y dolorosas para
los animales de experimentacion y, en muchos de
estos estudios, se hace uso indiscriminado y a ve-
ces excesivo de dichos animales.

En las uUltimas décadas se ha hecho énfasis en
el uso de alternativas para reemplazar los modelos
animales por modelos celulares y estudios in vitro en
la investigacioén bioldgica y biomédica, por lo cual se
han generado modelos de estudio diagnéstico y te-
rapéutico tanto de patologias humanas como anima-
les. Los paises con alto desarrollo tecnolégico inicia-
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ron la utilizacion de diferentes lineas celulares evi-
tando asi el uso abusivo de especies de animales de
laboratorio (ATLA, 2002).

Posteriormente, el advenimiento y evolucion de
los estudios in vitro con embriones permitieron la
repetibilidad y frecuencia de los estudios menciona-
dos con el requerimiento de condiciones estrictas para
su cultivo. Se ha confirmado la alta sensibilidad de
los embriones a agentes y materiales de diversos
origenes en los estudios y evaluacion de toxicidad
(Davidson et al., 1988). El estudio en embriones ani-
males es hoy aceptado y consagrado como metodo-
logia por la Food & Drugs Administration de Estados
Unidos con el nombre de One cell test (FDA, 1995).
Se ha continuado con el desarrollo de estos ensayos
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para adaptar la metodologia de la exposicién de
embriones a diferentes medios, entre ellos se encuen-
tran los poco o no solubles en medios liquidos como
los extractos vegetales (May, 1996).

En el presente estudio esta prueba fue utilizada
para evaluar el extracto etandlico de Abuta grandifolia,
el cual requeria un analisis de su comportamiento
citotdoxico. La A. grandifolia es una planta medicinal
originaria de la Amazonia que se caracteriza por ser
una liana con tallo aplanado utilizada tradicionalmente
como antimalarico (Steele et al., 1999).

ANTECEDENTES

La criopreservacion es la congelacion de tejidos o
células con el fin de guardarlos de manera adecua-
da para que, en un plazo corto, mediano o largo, su
capacidad biologica primaria pueda ser reactivada.
En la actualidad, la tecnologia permite congelar bas-
tante bien algunas células (como esperma y embrio-
nes) y pequenos fragmentos de tejido, aunque aun
no es posible congelar organismos vivos completos.

Probablemente fue Spallazani, en 1776, quien
primero se preocupd por valorar cuantitativamente
los efectos del frio sobre las células con sus estudios
pioneros sobre la supervivencia de espermatozoides
de caballo o de huevos de gusanos de seda expues-
tos al frio de la nieve. La era de la criopreservacion
de embriones se apoy6 en el descubrimiento y desa-
rrollo de componentes quimicos crioprotectores. Pero
fue hasta las postrimerias de los afios treinta del si-
glo pasado que se iniciaron los estudios sistemati-
cos sobre el uso de agentes crioprotectores para la
congelacion de células y gametos (Luyet y Gehenio,
1940; Chang y Walton, 1940; Polgue et al., 1949).
Como dato interesante, el descubrimiento original del
valor de los crioprotectores se logré por accidente:
en 1949, Christopher Polge, en el Reino Unido, com-
plementd inadvertidamente una solucién de conge-
lacion experimental con glicerol, causando asi la su-
pervivencia inesperada de células congeladas
experimentalmente. Los crioprotectores son utiles
porque reducen el punto de congelacion, pueden pre-
venir la formacion de hielo intracelular hasta muy ba-
jas temperaturas y protegen a las células interactuando
con las membranas a medida que éstas cambian de
un estado flexible a uno rigido. Quince afios mas tar-
de Mazur (1963) presentd un modelo tedérico que re-
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presentaba eficazmente el comportamiento hidrico
de las células durante la criopreservacion. Este mo-
delo inicial, cuya base experimental se desarrollé en
células sanguineas, fue revisado posteriormente por
Meryman en 1968.

Los pioneros en la congelacion de embriones de
mamifero fueron tres investigadores: Stanley Leibo,
Peter Mazur y David Whittingham, quienes pudieron
preservar con éxito évulos en nitrégeno liquido a -196
°C, que luego descongelaron e implantaron en ma-
dres sustitutas. Esta técnica pionera se publicé por
primera vez en la revista Science de octubre de
1972. El procedimiento incluia la sincronizacién
exacta y la congelacion y descongelacién lenta y
cuidadosamente controlada para asegurar la super-
vivencia de los embriones.

El nacimiento de los primeros ratones provenien-
tes de embriones congelados ocurrié el 17 de junio de
1972. Desde entonces, cientos de miles de 6vulos y
embriones de mamiferos han sido criopreservados con
éxito y se han desarrollado como seres vivos normales
capaces de reproducirse (Nagata y Shirakawa, 1996).

Por mas de 20 afios los cientificos han estado
en la capacidad de congelar y recobrar exitosamen-
te embriones viables de ratén, que se pueden alma-
cenar por un periodo de tiempo prolongado y luego
ser usados para restablecer una colonia de anima-
les. Los embriones almacenados en nitrégeno liqui-
do a temperatura de -196 °C son metabolicamente
inactivos; existen evidencias de que las actividades
moleculares, especialmente la funcion enzimatica y
la mutacion de ADN, no ocurren en este estado, con
lo cual no existe el riesgo de contaminacion genética.

Aunque la criopreservacion de embriones im-
plica un serio riesgo para su integridad y su supervi-
vencia, la mayoria de los especialistas implicados en
la biologia de la reproduccion considera que son mas
las ventajas al utilizar esta técnica que los inconve-
nientes (Society for Assisted Reproductive Technology,
The American Fertility Society, 1992).

El objetivo de este estudio fue un método alterna-
tivo (One cell test) para la evaluacion de la toxicidad del
extracto vegetal etandlico de Abuta grandifolia a dife-
rentes concentraciones en cultivos de embriones.
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MATERIALES Y METODOS
Materiales

Material vegetal. EI material vegetal fue recolecta-
do en San José del Guaviare por el doctor Carlos
Maldonado y clasificado como Abuta grandifolia por
el Instituto de Ciencias Naturales (ICN) de la Univer-
sidad Nacional de Colombia. Un ejemplar de esta
planta reposa en el Herbario del ICN con el nUmero
393710.

Preparacion del extracto. El material vegetal se seco
en estufa de aire circulante a una temperatura inferior
a 45° C hasta lograr menos del 5% de humedad. Pos-
teriormente se procedié a moler la muestra hasta ob-
tener un polvo fino. El material vegetal molido se colo-
c06 en un precolador y se extrajo con etanol del 96%.
Se utilizé un rotaevaporador para eliminar todo sol-
vente de los extractos etandlicos. Al extracto etandlico
se le hizo una extraccion acido-base utilizando cloro-
formo como solvente de extraccion, el cual se evapo-
ré a sequedad en rotaevaporador para obtener una
fraccion alcaloidal purificada que se caracterizé por
cromatografia en capa delgada utilizando reactivo de
Dragendorff como agente cromogénico.

Modelo animal. Los animales utilizados fueron rato-
nes (Mus musculus) de las cepas C57BL y BALBc pro-
venientes del bioterio del Instituto Nacional de Salud,
los cuales fueron mantenidos en fotoperiodicidad de
12 horas y temperatura ambiente de 21 °C = 1 °C. Los
experimentos se realizaron obedeciendo los criterios
del Comité de Etica y dentro de la politica mundial de
alternativas al uso del animal experimental (principio
de las tres R) (Russel y Burch, 1959).

Metodologia

Los trabajos preliminares para la prueba de
embriocitotoxicidad se iniciaron con la estimulacion
hormonal de hembras de 7 a 8 semanas de edad de
las cepas C57BL y BALBc con dosis superovulatorias
de gonadotrofinas: gonadotropina de yegua (PMSG)
alas 15:00 horas y gonadotropina coriénica humana
(HCG) 46 h después, es decir, a las 13:00 horas.

Luego, fueron apareadas con machos adultos
de la misma cepa y a la mafana siguiente se verificd
la cépula mediante la presencia de un tapén vaginal
en dichas hembras.

Se obtuvieron los embriones en el estadio de
una (1) célula de las hembras de la cepa C57BL; éstos
fueron colectados inmediatamente utilizando
estereoscopio rasgando la pared de la ampolla de
las trompas uterinas. Un dia después se colectaron
los embriones en el estadio de 2 células de las hem-
bras de la cepa BALBc, introduciendo una aguja No.
15 x 5” sin bisel a través de la ampolla de la trompa.
Los dos procedimientos, la extraccion de trompas y
cuernos uterinos (de donde se realizan las colectas),
se llevaron a cabo luego del sacrificio de las hem-
bras mediante técnicas de eutanasia.

Los embriones colectados y seleccionados se-
gun su morfologia fueron cultivados a 37 °C, 5% de
CO, y 95% de aire durante 4 1/2'y 3 1/2 dias, respec-
tivamente, en soluciones preparadas con medio HTF
y el extracto vegetal de Abuta grandifolia en las si-
guientes concentraciones: 0.01%, 0.02%, 0.1% y 0.4%.
Posteriormente, fueron comparados con un patrén que
no contenia el extracto.

La toxicidad de los cultivos fue evaluada en un
periodo de 72 a 80 horas mediante la cuantificacion
de los embriones que llegaron a los estadios de
moérula y blastocisto y la existencia de malformacio-
nes embrionarias. Todos los ensayos fueron realiza-
dos por triplicado.

RESULTADOS

La toxicidad de los cultivos se evalué mediante la
cuantificacién de los embriones que llegaron a los es-
tadios de mérula y blastocisto y la presencia de alte-
raciones embrionarias.

El contacto directo de los embriones con el ex-
tracto impidi6 el desarrollo embrionario hasta los es-
tadios de mérula y blastocisto. Esto se observé con
todas las concentraciones del extracto. En los culti-
vos control se presentd un desarrollo de los estadios
de morula y blastocisto del 82%. En las concentra-
ciones del extracto de 0.01 y 0.02% en los dos gru-
pos de embriones cultivados, a partir de los estadios
de 1y 2 células se observo citostasis embrionaria y
fragmentacion de los blastdmeros. En las concentra-
ciones de 0.1 y 0.4% se observo citostasis, pocos
embriones integros y un numero de embriones me-
nor que la cantidad inicial cultivada; éstos se mostra-
ron fuertemente pigmentados y algunas membranas
pelucidas vacias (tabla 1).
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Tabla 1. Embriocitotoxicidad

One Cell test % de desarrollo Rango de
embrionario efectividad
Conc. de 0.01% 0 70 a 100%
Conc. de 0.02% 0 70 a 100%
Conc. de 0.1% 0 70 a 100%
Conc. de 0.4% 0 70 a 100%

Control 82 10%

DISCUSION

La Abuta grandifolia pertenece a la familia
Menispermaceae y se encuentra en la Amazoniay el
Putumayo, donde es empleada por los indigenas
sionas para tratar las fiebres. De ella se han aislado
alcaloides derivados de la isoquinolina (gradirubrine,
imerubrine e isomerubrine) (Torres y Rico, 1994).

Algunos alcaloides de A. grandifolia (krukovina
y limacrina), obtenidos de la corteza, han sido repor-
tados como activos frente al cultivo in vitro de P.
falcipafum (cepas K1 cloroquina resistente y T9-96
cloroquina sensible) (Steele et al., 1999). Por otro
lado, se ha reportado para esta especie actividad in-
secticida frente a larvas de Aedes aegypti (Ciccia et
al., 2000) y actividad antimicrobiana por interaccién
con el ADN (Mongelli et al., 1995; Garavito, 2003).

En este estudio, paralelamente al One Cell Test
o prueba de una célula, se realizé la colecta y el cul-
tivo de embriones en el estadio de 2 células con la
finalidad de comparar su comportamiento con las
mismas concentraciones y teniendo en cuenta que,
cuando menos primitivo es el estadio embrionario,
mayor es su capacidad de desarrollo en condiciones
adversas. A pesar de lo mencionado en ambos culti-
vos embrionarios de 1y 2 células, no se observaron
diferencias significativas en cuanto a su toxicidad.

En las soluciones preparadas con concentracio-
nes de 0.01 y 0.02%, la solubilidad del extracto en el
medio HTF fue total. No fue asi en las otras dos con-
centraciones, de 0.1y 0.4%, en las cuales se observo
el precipitado de color naranja y el sobrenadante con
un tinte color naranja mucho mas intenso. A pesar de
la solubilidad parcial, se observaron de igual manera
los efectos descritos en los resultados.
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CONCLUSION

Los dafos celulares y la citostasis embrionaria su-
gieren que el extracto Abuta grandifolia es citotdxico
a las concentraciones referidas en la tabla 1, por lo
cual cabe continuar las investigaciones con otras
metodologias y cada una de ellas debe ser tomada
como complementaria.

Para continuar el proyecto se recomienda reali-
zar el fraccionamiento del extracto que permita el
aislamiento del principio activo de la sustancia activa
de otros componentes que puedan ser citotoxicos.
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