Rev Int Androl. 2013;11(2):54-59

Revista Internacional de
Andrologi
ELSEVIER

DOYMA www.elsevier.es/andrologia

ORIGINAL

Potencial genotoxico del extracto oleoso de la semilla de Carapa
guianensis Aublet para inducir anomalias en la morfologia de la
cabeza del espermatozoide

Daniel Francisco Arencibia Arrebola®*, Luis Alfredo Rosario Fernandez®,
Livan Delgado Roche®, Adriana Alonso Laurencio® y Alexis Vidal Novoa®

a Instituto Finlay, La Habana, Cuba

b Instituto de Farmacia y Alimentos (IFAL), Universidad de La Habana, La Habana, Cuba
¢ Centro de Investigaciones y Evaluaciones Bioldgicas (CIEB), La Habana, Cuba

d Facultad de Biologia, Universidad de La Habana, La Habana, Cuba

Recibido el 16 de noviembre de 2012; aceptado el 11 de diciembre de 2012
Disponible en Internet el 18 de abril de 2013

PALABRAS CLAVE Resumen

Extracto oleoso; Objetivo: La presente investigacion se realizd con el objetivo de evaluar el potencial genotoxico
Carapa guianensis; del extracto oleoso de la semilla de Carapa guianensis para inducir anomalias en la morfologia
Morfologia; de la cabeza del espermatozoide en ratones machos Balb/c.

Cabeza; Materiales y métodos: Se formaron 5grupos experimentales: un grupo placebo (Tween65 al
Espermatozoide; 2%), 3 niveles de dosis del extracto (400, 1.000 y 2.000mg/kg), administrados por via oral
Ratones Balb/c durante 35dias, y por Gltimo un grupo control positivo tratado con ciclofosfamida (CF), en

dosis de 50 mg/kg por via intraperitoneal durante 5 dias y 35 dias de reposo después de la Ultima
administracion con el mutageno. Se distribuyeron 8 animales/grupo. Después de los 35 dias de
administracion se eutanizaron por dislocacion cervical y se extrajeron ambos epididimos para
ser procesados y evaluados segln esta técnica citogenética.

Resultados y discusion: Los resultados obtenidos entre controles y tratados con el extracto no
difirieron en cuanto a la frecuencia de las diferentes anomalias de la cabeza del espermato-
zoide encontradas, y tampoco en la concentracion espermatica y de espermatozoides con gota
citoplasmatica. Sin embargo, si difirieron controles y tratados contra el grupo tratado con CF,
validando nuestros resultados. Se concluye que el extracto oleoso de la semilla de Carapa guia-
nensis no posee potencialidades genotoxicas para inducir aumento en la frecuencia espontanea
de la morfologia de la cabeza del espermatozoide de ratones machos Balb/c.
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Genotoxic potencial of the Carapa guianensis Aublet seed oleaginous extract to
induce abnormalities in sperm head morphology

Objective: This study has aimed to evaluate the genotoxic potential of Carapa guianensis seed

Material and methods: Five experimental groups were formed: one placebo group (Tween 65,
2%), three extract dose levels (400, 1000 and 2000 mg/kg) administered orally for 35days and
one positive control group treated with cyclophosphamide (CP) at a dose of 50 mg/kg via intra-
peritoneally for 5 consecutive days and then 35days of rest after the last administration with
the mutagen. Were distributed 8 animals per group. The animals were euthanized by cervical
dislocation 35 days after the administration and the epididymis was extracted to proceed with

Results and discussion: There were no significant differences in the results between the con-
trols and those treated with the extract regarding frequency of the different sperm head
anomalies or in the spermatic concentration and sperms with cytoplasmic drop. However, a
difference was found between the controls and treated versus the CP treated group, validating
our results. We have concluded that the oleaginous extract of Carapa guianensis seeds does not
have genotoxic potentialities to induce an increase in the spontaneous frequency in the sperm

© 2012 Asociacion Espaiola de Andrologia, Medicina Sexual y Reproductiva. Published by Else-

Morphology; Abstract
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Sperm; oil extract to induce sperm head abnormalities in Balb/c mice.
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head morphology of male Balb/c mice.
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Introduccion

Carapa guianensis pertenece a la familia Meliaceae. Es una
planta medicinal muy popular en varios paises del mundo, y
en Cuba es conocida como cedro macho.

La caracterizacion del aceite de la semilla de
Carapa guianensis ha revelado la presencia de acidos
grasos meristico, palmitico, oleico, linoleico'?, estea-
rico y é&cido araquiddnico®. Algunos tetraterpenoides
también han sido aislados de la semilla de Carapa
guianensis?.

También se ha observado que los tetraterpenoides obte-
nidos de la semilla de Carapa guianensis tienen una
significativa actividad antialérgica, debida a la inhibicion
del factor nuclear kB y la supresion de la IL-5 y el
CCL11/eotaxina*.

Recientemente se han descrito el potencial antioxi-
dante y la capacidad como protector solar e insecticida del
extracto oleoso de Carapa guianensis®°. Esta planta abunda
en el Caribe, especialmente en Belice, Trinidad y Tobago y
Cuba®®®. Los estudios fitoquimicos de los extractos obte-
nidos en estas regiones denotan la presencia mayoritaria
de acidos grasos poliinsaturados y de compuestos fenolicos
tales como taninos y limonoides.

Una vez que ha sido demostrado su efecto anti-
oxidante mediante la administracion oral del extracto
durante 3semanas en ratas Sprague Dawley de ambos
sexos, co-administradas con una sustancia oxidante donde
se demostro su efecto protector a la formacion de
especies reactivas del oxigeno®, se hace necesaria la
evaluacion de su nivel de seguridad, al menos en los
ensayos de toxicidad clasica de primera y segunda
barrera'®.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, el objetivo
de esta investigacion fue evaluar el potencial genotoxico

del extracto oleoso de la semilla de Carapa guia-
nensis para inducir anomalias en la morfologia de la
cabeza del espermatozoide de ratones machos de la linea
Balb/c.

Fue utilizada la linea Balb/c basandonos en los resulta-
dos de nuestras investigaciones, ya que al ser comparada
esta linea con otras en este ensayo resulto ser el mejor bio-
modelo, experimentando baja frecuencia de anomalias en
la cabeza del espermatozoide, alta concentracion esperma-
tica y respuesta aceptable a clastogenos quimicos como la
ciclofosfamida (CF)''.

Ademas existen investigaciones que demuestran que el
extracto oleoso obtenido de la semilla de Carapa guianen-
sis provoca problemas de infertilidad en dosis repetidas,
aunque no han sido investigadas para demostrar su relacion
directa con la fertilidad del macho'2.

Materiales y métodos
Animales

Se utilizaron ratones Balb/c de ambos sexos adultos jovenes
(5-7 semanas), procedentes del Centro de Produccion de Ani-
males de Laboratorio (CENPALAB, Cuba), cuyo peso corporal
oscilaba entre 25-30g al término de la cuarentena (7 dias),
durante la cual los animales se adaptaron a las condiciones
del laboratorio. La temperatura se mantuvo en 24+2°C, la
humedad entre 55 + 10% y los ciclos de luz-oscuridad fueron
de 12h. El alimento administrado a los animales durante
toda la experiencia fue pienso estandar para esta especie
preparado en el CENPALAB. El acceso al agua y al alimento
fue ad libitum.
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Obtencion del extracto oleoso

Se agreg6 N-hexano a razén de 2kg de semilla de Carapa
guianensis previamente secado y triturado. Se dejo en
reposo durante 60 min y luego se filtro al vacio. El solvente se
adiciond hasta que la muestra botanica del aceite se saturd
y luego fue removido reduciendo presion. El rendimiento del
extracto fue del 29% (v/w). Se calculé la densidad aparente
del aceite (0,81g/ml), y este resultado fue utilizado para
definir el volumen exacto que cada animal recibié. El aceite
fue conservado a -20°C hasta su uso.

Administracién y dosificacion

El extracto oleoso se suspendié en Tween 65 (2%) 2h antes
de la administracion, y las concentraciones se ajustaron
semanalmente en funcion del aumento del peso corporal.
Se propuso emplear la via oral por ser la que coincide con la
propuesta en la terapéutica.

Los animales se distribuyeron aleatoriamente
(8 ratones/grupo) en 5grupos experimentales: un grupo
control de vehiculo (Tween65 al 2%), 3 tratados con
el extracto oleoso de Carapa guianensis (400, 1.000 vy
2.000mg/kg) y un control positivo tratado con CF (N,N-bis
[cloruro de etilo]-N’, O-esterdiamida del acido fosforico
propinel). Las emulsiones realizadas con el extracto y
vehiculo se administraron mediante intubacién gastrica
(2ml/kg) durante 35dias, en el horario comprendido de
10:00 a 11:00a.m. La CF se administré 5 dias consecutivos
(50mg/kg) por via intraperitoneal en el horario de 10:00 a
11:00a.m. y luego estuvieron 35dias sin administrar, segln
se establece para este ensayo'3.

La dosis menor del extracto ha sido empleada en estudios
farmacoldgicos preclinicos®® "> y ha demostrado ser efec-
tiva en los modelos contra Leishmania, cancer de (tero y
como antioxidante, y 2 niveles superiores multiplos de este
(1.000 y 2.000 mg/kg)'1>.

Observaciones clinicas

Se realizaron 2 observaciones clinicas diarias, en el horario
comprendido entre las 8:30-10:30a.m. y en el horario de la
tarde de 3:00-4:30 p.m. Durante cada observacion se tuvo en
cuenta el estado clinico general del animal, lo cual incluyd
la palpacion para la deteccion de lesiones y de posibles afec-
taciones respiratorias, del sistema nervioso, cardiovascular,
gastrointestinal, estado de la piel, pelo, coloracion de las
mucosas Yy 0jos.

Ensayo de la morfologia de la cabeza del
espermatozoide

Este ensayo se realiz6 de acuerdo a las normas de la ICH de
2005 sobre toxicologia de la fertilidad del macho''®. Para
realizar este ensayo se procedidé a extraer ambos epididi-
mos, los cuales se redujeron a pequenos fragmentos, siendo
depositados en placas de Petri que contenian 3 ml de solu-
cion isotonica de NaCl al 0,9%'3. La muestra se homogenizo
con pipetas Pasteur'3.

Recuento de espermatozoides

El contenido de la placa se coloco en un tubo graduado, al
cual se le ahadieron 0,05ml de tripsina al 0,25%, y trans-
curridos 5min de tripsinizacion se le anadieron 2 ml mas de
NaCl al 0,9%. Luego se realizé una dilucion del homogenei-
zado tripsinizado en NaCl-formol al 1% (1:10) y se coloco en
una camara de Neubauer, conectandose ambos lados de la
camara al microscopio Olympus BH-2 a 10x 31617,

Morfologia del espermatozoide

Al tubo que contenia la dilucion del homogeneizado ya
diluido se le afnadieron 5gotas de eosina al 1%, dejandolo
reposar durante 5 min. Posteriormente se extendi6 una gota
sobre una lamina seca y se colocéd el cubreobjeto’> 17,
Se prepararon 2laminas por animal y se analizaron
500 espermatozoides con la ayuda de un microscopio Olym-
pus BH-2 a 40x. Las observaciones fueron realizadas «a
ciegas» por 2 observadores independientes para luego esta-
blecer un promedio entre ambos. El criterio de clasificacion
se basd en cabezas normales y anormales, que incluyen
amorfas, banana, sin gancho y con 2colas'>'®'7. Ademas
se determino el porcentaje de espermatozoides con gota
citoplasmatica (EGC) como indice de fertilidad, inmadurez
celular y citotoxicidad'®.

Eutanasia

A todos los animales se les practicd la eutanasia por dislo-
cacion cervical teniendo en cuenta el tiempo de exposicion
a cada una de las sustancias evaluadas'®.

Procedimientos éticos

Este trabajo fue confeccionado sobre la base de bue-
nas practicas de laboratorio preclinico presentes en el
reglamento nacional de aprobacion de protocolos de inves-
tigacion de la Republica de Cuba. Ademas, al comenzar esta
investigacion se obtuvo por escrito el consentimiento de
aprobacién del protocolo e informe por el comité institu-
cional de ética para la experimentacion animal de nuestras
instituciones.

Analisis estadistico

Se procedi6 a verificar los supuestos para realizar el anali-
sis de varianza. Los resultados obtenidos estan distribuidos
normalmente (normalidad, seglin el test de Kolmogorov-
Smirnov), existe dependencia entre las observaciones y
presentan homogeneidad de varianzas (prueba de Levene)'3.
Por ello, todos los resultados se analizaron mediante el
método de anélisis de varianza (ANOVA)'>'7. El nivel de
significacion establecido fue «=0,05. Todos los analisis se
realizaron empleando el paquete estadistico Statsoft for
Windows, StatSoft, Inc. (2003), STATISTICA (data analysis
software system), version 6.

Resultados

No hubo muertes durante el estudio ni se detectaron sig-
nos clinicos de toxicidad. No hubo diferencias significativas
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entre grupos tratados y controles en las variables que miden
las diferentes anomalias en la cabeza del espermatozoide
(variables genotoxicas); sin embargo, en el componente que
mide citotoxicidad si hubo diferencias entre el grupo con-
trol negativo y la dosis maxima administrada (2.000 mg/kg)
(tabla 1). El porcentaje de EGC se comporto de forma simi-
lar entre controles y tratados, sin diferencias significativas
entre los promedios de estos.

En los grupos tratados con el extracto el promedio de
espermatozoides anomalos de tipo amorfo fue entre 8,33
y 9,89, y para el caso de los de tipo banana estuvo entre
1,00 y 1,70. Los espermatozoides sin gancho se presenta-
ron en una frecuencia entre 2,00 y 2,20 como promedio en
500 células registrables, y los que tenian 2 colas se presen-
taron como promedio entre 0,36 y 0,54. El porcentajeo de
EGC estuvo entre 3,71y 3,99, y la concentracion de esper-
matozoides en el epididimo experimento resultados entre
1,41y 2,10 x 10° células/ml.

El grupo tratado con CF como control positivo si experi-
mento diferencias significativas con los controles y tratados
con el extracto en todas las variables medidas en este
ensayo, tanto en las variables que miden dafo genotoxico
como las que miden dafo citotdxico.

Discusion

Los resultados que se aprecian en la tabla 1 demuestran
que el tratamiento con el extracto oleoso de la semilla de
Carapa guianensis por via oral durante 35dias en ratones
Balb/c machos mantuvo los indices espontaneos del nimero
de anomalias en la morfologia de la cabeza del esperma-
tozoide. De igual forma, no interfirié en la division celular,
aunque la dosis maxima evaluada difirié con el control nega-
tivo y con el control positivo, con resultados intermedios en
la concentracion espermatica.

Resultados similares obtuvieron Costa et al.'? cuando
evaluaron el extracto oleoso de esta planta en estudios toxi-
cologicos reproductivos, donde hubo una ligera disminucion
de la fertilidad en ratas Wistar en la dosis maxima, sin diferir
con los controles.

Los resultados obtenidos en la morfologia de la cabeza del
espermatozoide en los animales tratados con las diferentes
dosis del extracto coinciden sin diferir con los reportados
para esta especie y linea en particular'".

Ademas, la concentracion espermatica obtenida en los
grupos tratados con el extracto en las dosis de 400 y 1.000
tampoco difirié con los datos basales reportados para esta
especie y linea'". Los resultados de la concentracion esper-
matica en el grupo de 2.000 mg/kg, ademas de diferir con el
grupo control negativo y positivo, también difirié con los
datos espontaneos de citotoxicidad reportados para esta
linea de raton''.

El hecho de que se hayan reportado diferencias entre
los tratados con el extracto y controles negativos contra
el grupo tratado con CF valida la conduccion de nuestro
ensayo, dando mayor confiabilidad a nuestros resultados.
Ademas, estos resultados son consistentes con los reporta-
dos para la CF en esta especie y linea, utilizando inclusive
otros esquemas de tratamiento'20-21,

El D-004, un extracto con similar composicion en aci-
dos grasos, tampoco modifico la concentracion espermatica

Efecto del extracto oleoso de la semilla de Carapa guianensis en la morfologia de la cabeza del espermatozoide en ratones machos Balb/c

Tabla 1

Concentracion” (10°

células/ml)

% EGC

Amorfos Bananas Sin gancho Dos colas

Anormales

Normales

Grupo

7,11 + 6,032 1,42 + 1,002 2,09 + 2,012 0,40 + 1,262 3,68 + 1,572 2,31 + 0,252
24,77 + 2,66 31,23 + 4,37 25,48 + 6,84

36,08 + 8,21

11,02 + 4,362
100,07 + 4,40°

488,98 + 4,362

CN

0,82 + 0,16’

7,99 + 1,86

399,93 + 10,28
488,31 + 3,812

CF

11,69 + 3,812 8,33 + 3,88 1,00 + 0,942 2,00 + 1,932 0,36 + 1,04° 3,99 + 1,112 2,10 + 0,20°

13,88 + 2,722
14,19 + 2,902

ECG 400 mg/kg

1,63 £ 1,212 2,20 + 2,122 0,48 + 1,332 3,81 + 1,492 1,88 + 0,292

9,57 + 4,10?

486,12 + 5,722

ECG 1.000 mg/kg

1,70 + 1,272 2,06 + 2,052 0,54 + 1,202 3,71 £ 1,052 1,41 + 0,212

9,89 + 5,212

485,81 + 2,902
Determinaciones en 500 células/animal.

ECG 2.000 mg/kg

CF: control positivo, ciclofosfamida 50 mg/kg por via i.p. durante 5 dias consecutivos; CN: control negativo; ECG: extracto oleoso de Carapa guianensis (administracion por via oral durante

35dias); EGC: espermatozoides con gota citoplasmatica.

@ Difiere contra el control positivo (CF) con el mismo analisis estadistico (X: media; DE: desviacion estandar).

*

p <0,05 (comparacion con el control negativo, ANOVA).
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ni la frecuencia en las morfoanomalias de la cabeza del
espermatozoide en ratones OF-1 tratados por via oral con
dosis maximas del extracto oleoso de Roystonea regia
de 1.500mg/kg?2. Ademas, estos resultados fueron consis-
tentes al evaluarse en ratas SD en dosis de 2.000 mg/kg
utilizando este mismo ensayo?>.

Los resultados de genotoxicidad obtenidos en este ensayo
concuerdan con los reportados en el ensayo de micrond-
cleos en este mismo extracto, donde dosis de 2.000 mg/kg
no modificaron la formacion espontanea de microntcleos en
eritrocitos de médula 6sea?*, sin clasificar como genotdxico
este ensayo ni el biomodelo utilizado?*. Sin embargo, hubo
una disminucion, aunque no significativa, al compararse
con los controles en el indicador eritrocitos policromati-
cos/eritrocitos normocromaticos, indice que mide el com-
ponente citotéxico de este ensayo en los ratones macho?*.

El porcentaje de EGC no se modifico, y se demostro que
tiene un gran componente oxidativo como indicador de fer-
tilidad por la formacion de especies reactivas del oxigeno.
Este hallazgo morfoldgico esta relacionado directamente
con la aparicion de infertilidad, inmadurez celular y cito-
toxicidad. El hecho de que el extracto no haya aumentado y
ademas haya mantenido la frecuencia espontanea de apari-
cién de EGC en la linea de ratén utilizada concuerda con las
propiedades antioxidantes ya reportadas con anterioridad,
al ser rico en acidos grasos y terpenoides®.

Es importante comentar que la ausencia de efecto muta-
génico y citotoxico del extracto oleoso de Carapa guianensis
observado en este estudio no se relaciona con una inade-
cuada exposicion a la sustancia ensayo, ya que las dosis por
via oral de este producto entre 100 y 350 mg/kg, inferiores a
las utilizadas en el presente estudio, han producido efectos
farmacoldgicos importantes3-®%12,

En conclusion, la administracion por via oral de dosis
repetidas del extracto oleoso de la semilla de Carapa guia-
nensis (400, 1.000 y 2.000 mg/kg) durante 35dias no posee
potencialidades genotdxicas para inducir aumento en la
frecuencia espontanea de la morfologia de la cabeza del
espermatozoide de ratones machos Balb/c.
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