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RESUMEN

Introduccion: Los ensayos de genotoxicidad estan disefiados para detectar
compuestos que inducen directa o indirectamente dano en el material genético por
diferentes mecanismos.

Objetivo: Analizar las consecuencias por consumo de lecitina de soya a nivel
citogenotoxico en ratas Wistar.

Métodos: Se realizé6 un estudio de farmacologia preclinica experimental para
evaluar toxicidad mediante prueba de induccidn de micronucleos en ratas Wistar. El
producto fue administrado oralmente en dosis unica de 300,600y 2000 mg/kg a los
grupos de ensayos. La actividad citotoxica, el indice genotoxico y la induccién de
micronucleos en eritrocitos de sangre periférica fueron registradas a las 24,48y 72
h después de su exposicion sin sacrificar las ratas, se conté con un nimero de 2000

células correspondientes a la serie roja, y se evaluo viabilidad celular.
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Resultados: La frecuencia de micronucleos solo obtuvo significaciéon estadistica
respecto al control positivo. La produccion de células policromaticas por la médula
osea y su liberacion en sangre periférica se expres6 en rangos normales y la
sobrevivencia y actividad bioldgica de las células sanguineas no fueron alteradas
en los tiempos de exposicién ensayados a las diferentes dosis de lecitina. La
proporcion de actividad citotéxica mostro evidencias de citotoxicidad solo en el
control positivo y con una discreta elevacion en el grupo con dosis de 2000 mg/ kg.
Conclusiones: Debido a la minima frecuencia de micronucleos en células sanguineas,
la lecitina de Glycine max L. Merr (soya) no tiene efectos clastogénicos ni aneugénicos,
es decir, no es genotoxica en ratas Wistar.

Palabras clave: micronucleos; ratas Wistar; genotoxicidad; citotoxicidad.

ABSTRACT

Introduction: Genotoxicity trials are designed to detect compounds that directly or
indirectly induce damage to genetic material by different mechanisms.

Objective: To analyze the consequences of soy lecithin Glycine max L. Merr
consumption at the cytogenotoxic level in Wistar rats.

Methods: An experimental preclinical pharmacology study was conducted to
evaluate toxicity by micronuclei induction test in Wistar rats. The product was
administered orally in single doses of 300, 600 and 2000 mg/kg to the trial groups.
Cytotoxic activity, genotoxic index and micronuclei induction in peripheral blood
erythrocytes were recorded at 24, 48 and 72 h after exposure without sacrificing
rats; a number of 2000 cells corresponding to the red series were counted, and cell
viability was evaluated.

Results: The frequency of micronuclei was only statistically significant with
respect to the positive control. The production of polychromatic cells by the bone
marrow and their release into peripheral blood was expressed in normal ranges,
and the survival and biological activity of the blood cells were not altered at the
exposure times tested to the different doses of lecithin. The proportion of cytotoxic
activity showed evidence of cytotoxicity only in the positive control and with a

slight elevation in the group with doses of 2000 mg/kg.
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Conclusions: Due to the minimal frequency of micronuclei in blood cells, Glycine
max L. Merr (soy) lecithin has no clastogenic or aneugenic effects, i.e., it is not
genotoxic in Wistar rats.

Keywords: micronuclei; Wistar rats; genotoxicity; cytotoxicity.
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Introduccion

La planta Glycine max L. Merr (soya) es una especie de la familia Fabaceae, de las
leguminosas.(-2-La lecitina, aislada originalmente por Theodore Nicolas Gobley, es
un término utilizado para describir una serie de sustancias grasas con beneficios
para la salud que se producen naturalmente en un nimero de plantas y animales,
presente en el grano de soya con alto contenido oleaginoso.®

Los excelentes atributos nutricionales que le confiere la industria alimentaria a la
lecitina de soya a partir de su composicion, y su caracter antioxidante, han hecho
que se vea incrementada su demanda, y los suplementos dietéticos que la contienen
sean muy utilizados en los ultimos afios."

Investigadores™ del grupo de innovacion tecnoldgica del Laboratorio Farmacéutico
Oriente han elaborado y registrado un suplemento nutricional con marca comercial
LECISAN®, a partir del aprovechamiento de la lecitina de soya, obtenida de un
subproducto proveniente del proceso de refinacion del aceite de frijol de soya. Este
ha sido muy bien acogido por la poblacion al ser prescrito por facultativos de varias
especialidades médicas como régimen terapéutico, pese a no contarse con
suficientes evidencias para esta forma de uso.

Al ser requisito obligatorio que a cada producto terapéutico que se desarrolle se le
realice la evaluacion genotoxica; organizaciones internacionales como la
Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA por sus siglas en inglés) y la

Organizacion para la Cooperacion y Desarrollo Econémico (ODCE por sus siglas en
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inglés) han establecido una bateria de pruebas a realizar a fin de evaluar su
genotoxicidad.

Las bateria de pruebas® estuvieron compuesta por:

| - pruebas de dosis agudas a corto plazo como
A. ensayo de mutaciones inversas en bacterias;
B. ensayo de aberraciones cromosdémicas in vitro en mamiferos;
C. ensayo in vitro de mutacion de genes en linfoma de ratén por timidina
quinasa
D. ensayo de induccion de micronucleos en eritrocitos de mamiferos
Il - dosis subcronicas

[l - pruebas de dosis cronicas.

Sin embargo, el desarrollo y especificaciones de cada prueba deben ser consideras
segun cada tipo de sustancia a probar y modelo bioldgico a utilizar.

Hasta el momento no se conocen los efectos que pueda ocasionar sobre la salud el
consumo prolongado o excesivo de lecitina de soya, aunque constituye fuente
importante de alimentacion en todo el mundo. Uno de los marcadores de
importancia relacionados con danos a nivel cromosomal es la presencia de
induccion de microntcleos en células sanguineas,® y ensayos que juegan un
importante papel debido a que son muy sensibles a los agentes clastogénicos.(®
La evaluacion del riesgo de productos quimicos para el hombre conlleva realizar
ensayos toxicoldgicos que incluyan los de citotoxicidad. Ademas la comunidad
cientifica debe conocer que la introduccion de nuevos productos en el mercado ha
tenido doble consecuencia en nuestro entorno, donde muchos de estos compuestos
han contribuido a mejorar la calidad de vida de la poblacion, y otros estan
relacionados con riesgos para su salud debido a su toxicidad.®19

Cala-Calvifio y otros comentan como en los ultimos cinco anos se han realizado
investigaciones preclinicas con el uso de diferentes biomodelos, con el proposito de
estudiar los efectos de la lecitina de soya como suplementacion dietética.®

Independiente de los resultados aportados, el dato mas concluyente sobre los
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beneficios de la soya y sus derivados reside en los anos de consumo por la
poblacion mundial.

No obstante, desde la perspectiva farmacoldgica, se necesitan mas evidencias de
sus efectos y motivd la realizacidn de esta investigacion con el objetivo de analizar
la consecuencia del consumo de lecitina de Glycine max L. Merr (soya) a nivel
citogenotoxico en ratas Wistar. Sus resultados pueden aportar conocimientos de
farmacologia y toxicologia acerca de este producto contribuyendo asi con

informacion cientifica para justificar su uso racional en la alimentacién humana.

Meétodos

El presente estudio es un resultado del proyecto denominado "Efectos nutricionales,

farmacologia y toxicologia preclinica del LECISAN®" (anexo).

Diseno experimental

Se realizé un estudio de farmacologia preclinica experimental en el Laboratorio de
Ciencias Basicas de la Universidad de Ciencias Médicas de Santiago de Cubay en
el Laboratorio de Anticuerpos y Biomodelos Experimentales (LABEX-CIM) de
Santiago de Cuba durante el aflo 2019. Se utilizaron ratas hembras de la linea Wistar
con peso aproximado de 250 a 270 g y edad promedio de 10 semanas, Estas se
mantuvieron en cajas de polipropileno a temperatura de 23 °C, humedad del 70 %,
con ciclos de luz oscuridad de 12 h y se les permitid libre consumo de agua y
alimento.

Se agruparon tres ratas por caja y distribuidas de la siguiente manera: un control
negativo administrado solo con agua destilada; un control positivo que
correspondid a la exposicion de ciclofosfamida (agente clastogénico conocido)(
aplicado por via intraperitoneal a dosis unica en concentracion de 50 pyg y uno
experimental al que se administro lecitina de soya (materia prima empleada para la
formulacion de la tableta de LECISAN, suministrada por la planta procesadora de
soya de Santiago de Cuba al Laboratorio Farmacéutico Oriente) via oral en dosis de

300, 600 y 2000 mg/kg por canula gastrica.
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Después de administrar a las ratas la dosis se procedio a extraerles sangre a través
de una puncion en la zona caudal a las 24, 48 y 72 h, realizando un frotis sobre
laminillas y fijacion de las muestras de sangre obtenida con metanol, las que fueron

tenidas con Giemsa al 5 % para ser codificadas.

Técnicas y procedimientos para realizar la prueba de micronucleos
Las células policromaticas y normocromaticas se contabilizaron con un
microscopio optico usando el objetivo de inmersion (100x) y posibilité tomar
fotografias. Se observé un total de 2000 células para cada laminilla para determinar
el nUmero de eritrocitos policromaticos (PCE) y normocromaticos (ENC) y la
frecuencia de induccién de micronucleos (MCN) en ambas células a las 24,48 y 72
h, ademas de evaluar la morfologia celular al transcurrir las 72 h de la
administracion, previa definicion de los criterios para su identificacion.®)

El % de toxicidad se calculo segun la ecuacion 1:

PCE = [No de PCE/ (2000 células totales)] X 100 M
Se establecio la relacion PCE/ENC.
% Genotoxicidad en PCE (ecuacién 2):

% MCN = No. de MCN en PCE /2000 células totales X 100 (2)
% Genotoxicidad en NCE (ecuacion 3):

% MCN = No. de MCN en NCE /2000 células totales X 100 (3)
Las evaluaciones de viabilidad se realizaron con base en la contabilizacion de las
células viables y no viables, mientras que para el analisis de apoptosis y necrosis
se cuantificaron 300 células, en las que se identificaron las células apoptoéticas

tempranas, apoptoticas tardias y necroéticas de acuerdo a su tincién y estructura

tras transcurrir 72 h de la administracion de la lecitina de soya.('?
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Todos los protocolos del estudio se sometieron a la consideracion, analisis y
aprobacion de la Comision de Etica en el ambito institucional y se observé lo
establecido segun las regulaciones de seguridad bioldgica.

El analisis estadistico se realizé con el paquete estadistico SPSS version 23.0 Las
propiedades genotdxicas se determinaron con andlisis de varianza (ANOVA). Los
datos obtenidos de las frecuencias de viabilidad celular, apoptosis y necrosis fueron
analizados mediante prueba de la ji al cuadrado (X?) y todos los datos se
presentaron como medias y desviacion estandar. Valores de p < 0,05 fueron

considerados estadisticamente significativos.

Resultados

En la tabla 1 se muestra la frecuencia de micronucleos tras administracion de varias
dosis de lecitina de soya en eritrocitos de rata Wistar. Los valores de la media de la
frecuencia de micronucleos en eritrocitos de sangre periférica por cada 2000
células, resultaron significativos en todos los grupos respecto al control positivo a
las 24, 48 y 72 h, con mayor significacion a las 72 h de la administracion de lecitina
de soya (p < 0,05), con un comportamiento cercano a los valores del control

negativo.

Tabla 1- Frecuencia de micronucleos en eritrocitos de ratas Wistar tras administracion de

varias dosis de lecitina de soya

Tiempo de Grupos de ensayo
evaluacion — — —
Control Control Lecitina Lecitina Lecitina P
Negativo Positivo 300 600 2000
(XzS) (X1S) (X£S) (X1S) (X1S)
24 h 1,33+0,57 8,33 +2,08 0,66 + 0,572 2,33 +0,57P 1,66 +0,57°¢ 0,005+
48 h 3,33+0,57 10,0 £1,00 2,33+1,152 2,33+0,57b 3,00 + 1,00° 0,001+
72h 2,66 1,57 11,0 £ 01,00 1,66 + 1,522 3,00 + 1,00b 2,66 + 2,08 0,000+

*p < 0,05 (comparacion entre grupos, ANOVA y prueba a posteriori).
a, b, c- p < 0,05 (comparacion de cada grupo contra el control positivo, t de Student).
X media; S desviacion estandar para las series experimentales. Determinacion en 2000 células/animal.

Fuente: Base de datos de la investigacion.
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En la figura 1 se aprecia la frecuencia de eritrocitos normocromaticos (ENC) y
eritrocitos policromaticos (PCE) en los diferentes grupos de ensayo y en los
controles negativos y positivos. Solo se observé diferencias significativas respecto
al control positivo en PCE. No existieron variaciones de interés entre los grupos de

ensayo y el control negativo para ENC y PCE.
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Fig.1 - Frecuencia de eritrocitos normocromaticos y policromaticos en los diferentes
grupos de ensayo y en los controles negativos y positivos.

PCE - eritrocitos policromaticos, ENC — eritrocitos normocromaticos.

La sobrevivencia y actividad biolégica de las células sanguineas no fueron
alteradas en los tiempos de exposicion ensayados a las diferentes dosis de lecitina
(tabla 2) y solo resulté significativo el nimero de células conservadas como

viables.

Tabla 2 - Comportamiento de la viabilidad celular en los diferentes grupos de ensayo y

los controles negativo y positivo

Viabilidad Grupos de ensayo
Celular
Control Control Lecitina Lecitina Lecitina p
negativo positivo 300 600 2000
(X£S) (X£S) (XtS) (X£S) (XS)
Viables 36,6 £1,52 290120 34,314,162 383+305P 383+321¢ 0,006+*
No viables 0,00+ 0,00 36+%1,52 0,66 £0,572 0,66+ 0,57" 0,33+0,57°¢ 0.053
Apoptoticas 0,00 £ 0,00 2,3+1,52 0,33+0,572 0,33+0,57" 0,00 +0,00¢ 0073
Necréticas 0,00 £ 0,00 1,3+0,57 0,33+0,572 0,33+0,57" 0,33+0,57¢ 0.057
Atipicas 0,00+ 0,00 36+%1,52 0,00+0,002 0,00 +0,00" 0,00+0,00°¢ 0053
X— media; S— desviacion estandar para las series experimentales.
*p < 0,05 (comparacion entre grupos, ANOVA y prueba de Tukey).
abep > 0,05 (comparacion de cada grupo contra el control positivo, t de Student).
Determinacion en 2000 células/animal.
8
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En la figura 2 se observan los efectos citotéxicos sobre la morfologia y viabilidad
celular en los diferentes tipos celulares observados en microfotografias tomadas

durante investigacion.
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Nota: Microfotografia que revela morfologia normal de linfocito (identificados con flechas)

Fig-2 -

positivo. A) Grupo de ensayo de administracion de lecitina de soya 300 mg/kg a las 48 h.

Identificacion de células viables en diferentes grupos de ensayo y control

B) Grupo de administracion de lecitina de soya 600 mg/kg a las 48 h. C) Alteraciones
morfoldgicas en linfocito (identificado con flechas) compatible con apoptosis en grupo

control positivo.

La frecuencia de MCN en PCE no fue estadisticamente significativa comparada
con el control negativo. La proporcion de PCE/ENC mostré evidencias de actividad
de citotoxicidad solo en el control positivo y con una discreta elevacion en el grupo
con dosis de 2000 mg/kg. La produccion de células policromaticas por la médula
Oseay su liberacion en sangre periférica de ratas Wistar se encuentra en los rangos

normales (tabla 3).

Tabla 3 - Comportamiento de la genocitotoxicidad en los diferentes grupos de ensayo y

los controles negativo y positivo

Indicadores de Control Control Lecitina Lecitina Lecitina

genocitotoxicidad negativo positivo 300 600 2000
(X1S) (X1S) (X%S) (XtS) (XtS)

IG en PCE 0,033+0,014 0,208 + 0,052+ 0,016 + 0,014 0,058 + 0,014 0,041 +0,014¢

IG en ENC 0,022 + 0,009 0,138 + 0,034+ 0,011 + 0,009 0,038 + 0,009° 0,027 + 0,009¢

IC 0,033 + 0,028 0,166 + 0,028+ 0,050 + 0,050 0,050 + 0,00° 0,066 + 0,028¢

Relaciéon PCE/ENC | 0,017 +£0,015 0,102 + 0,020+ 0,030 + 0,0292 0,025 + 0,001 0,035 +0,016°

- indice de Genotoxicidad, IC —

indice de Citotoxidad

PCE - eritrocitos policromaticos, ENC — eritrocitos normocromaticos.
X— media; S— desviacion estandar para las series experimentales.

*p < 0.05 (comparacion entre grupos, ANOVA y prueba de Tukey)

abe. > 0.05 (comparacion de cada grupo contra el control positivo, t de Student). Determinacion en 2000 células/animal.
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Discusion
Los ensayos de genotoxicidad estan disenados para detectar compuestos que
inducen de manera directa o indirecta dafo en el material genético por diferentes
mecanismos, siendo un requisito fundamental la evaluacion mutagénica para la
caracterizacion toxicoldgica de un producto quimico.(1712)
En un principio, los ensayos de micronucleos se desarrollaron en eritrocitos de
médula dsea de raton, pero posteriormente, con algunas modificaciones se pudo
aplicar a diversas especies y tejidos como higado, células germinales y tejidos
fetales o neonatales.
En la actualidad, no existe un unico test de mutagénesis capaz de detectar por si
solo todo tipo de mutacion, por ello, las agencias reguladoras exigen una bateria
de estudios de genotoxicidad antes de la autorizacidon para realizar ensayos
clinicos de fase | con un nuevo compuesto.® La metodologia del ensayo de
micronucleos se ha puesto en practica en diferentes campos de la investigacion,
bien sea para estudios en animales, plantas, e incluso en el ser humano.(3
La soya ha sido ampliamente utilizada en la alimentacion humana desde hace
miles de anos en formas simples (poroto), u otras formas mas complejas como la
fermentada. Formas donde se han estudiado algunos de sus efectos nutricionales
a nivel citogenético, pero donde a nivel génico no se cuenta con suficientes
reportes que demuestren si es posible relacionar su consumo como régimen
terapéutico prolongado con susceptibilidad génica.
Partiendo del concepto que el ensayo de induccion de micronucleos (MCN) es una
herramienta para evidenciar efectos clastogénicos y aneugénicos, la prueba ha
sido utilizada para la determinacion de respuestas genotoxicas, en todo tipo de
organismos. Mediante estos estudios iniciales en animales, fue posible demostrar
que para hallar MCN en una muestra, las células analizadas requieren de division
celular después del dano a fin de que formen micronucleos y estos puedan ser
visualizados, y proporcionen un indice util y confiable de la ruptura y pérdida del
ADN cromosémico.(?
Flores y otros('? indican que para evaluar los efectos citogenéticos de una tableta
antigripal en eritrocitos de sangre periférica de ratén arabe, el incremento de MCN
en las primeras 24 h y su posterior disminucion hasta las 72 h, se debe a dos

10
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posibles factores: mecanismos naturales de reparacion celular y a la posible
accion del sistema reticulo endotelial, en particular el bazo y la médula 6sea del
organismo, que fue capaz de neutralizar a los agentes quimicos, al tener las células
de estos 6rganos la capacidad de fagocitar a todos aquellos elementos daninos
para el organismo.

La identificacion de la induccion de micronucleos en eritrocitos de sangre
periférica depende principalmente del grado de eficacia del sistema reticulo
endotelial (en especial el bazo) que cumple con la funcién de eliminar los
eritrocitos viejos o andomalos. Por tanto, si la especie tiene una mayor eficiencia de
eliminacion, puede reducir la posibilidad de observar eritrocitos micronucleados
independiente de si el organismo esta siendo afectado por un agente genotdxico
o no. Esto puede explicar la disminucion del indice de induccion de micronucleos
alas 72 h en esta investigacion.

Un estudio(’? que tuvo como objetivo evaluar la capacidad de la fenitoina para
inducir dano genotoéxico en ratones Mus musculus cepa CD-1, utiliz6 el ensayo de
micronucleos y determino que este induce clastogénesis en los cromosomas, asi
como que, a mayor dosis, mayor es el daio, al inducir dano citotoxico al inhibir la
cinética celular.

Son varias las investigaciones('#1516) que con estudios similares evaltan el dafio
al ADN, y lo combinan con la induccion de micronucleos a fin de realizar el analisis
de la exposicion a un compuesto mediante el monitoreo de sus porcentajes.
Mientras que Pacheco y otros('” emplean este método para evaluar los efectos de
la desnutricion grave al determinar dano en el material genético con el marcaje
diferencial de reticulocitos y eritrocitos de sangre periférica de ratas Wistar, como
indicador de daino al material genético de las células, en el que se han encontrado
incrementos en el tiempo de exposicion de las frecuencias de mutantes.

Por lo general, en los estudios de genotoxicidad in vivo se utilizan sustancias
mutagénicas conocidas, y entre las mas utilizadas se encuentra la ciclofosfamida
(CF) un agente alquilante que forma monoaductos y enlaces cruzados entre
cadenas como consecuencia de la aparicion de rupturas (efecto de mecanismos

de reparacién) utilizada con gran efectividad como antineoplasica. La CF
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pertenece al grupo de cloroetilaminas, se considera un agente alquilante
bifuncional, que no posee especificidad por fase alguna del ciclo celular.('"")

La prueba induccién de micronicleos (MCN) detecta el efecto de agentes
mutagénicos, sobre los cromosomas, mediante la identificacion de fragmentos
acéntricos o cromosomicos que quedan rezagados en la mitosis, y fuera del
nucleo. Esta técnica permite detectar, tanto agentes clastogénicos (que rompen
cromosomas) como aneuploidogénicos (que afectan el uso mitético).("18)

La identificacion de induccion de micronucleos en eritrocitos de sangre periférica
de mamiferos, aves, reptiles y anfibios depende basicamente de la eficiencia del
sistema reticulo endotelial, responsable de eliminar los eritrocitos anémalos y
viejos.(1920 A mayor eficiencia de eliminacion es menor la posibilidad de observar
eritrocitos con microntcleos (EMCN) independiente de si el organismo esta
expuesto a agentes genotoxicos o no.

Esto ha sido ampliamente documentado con el objetivo de seleccionar las
especies con mayor sensibilidad, que a posteriori puedan ser utilizadas como
indicadores o monitores bioldgicos en presencia de agentes toxicos al genoma o
genotdxicos.('? Estas dosis y su tiempo de exposicion aplicados a los roedores en
este estudio, fueron equivalentes a las proporcionadas al ser humano para el
producto ensayado, y podria sugerir que la prescripcion en dosis y tiempos no
provocara dano genético al ser humano, hipotesis que tendra que ser confirmada,
en otros modelos bioldgicos en células humanas.

No obstante, se necesitan otras pruebas que permitan corroborar estos resultados
y que el abuso y dosificacion cronica de este suplemento no ponen en riesgo la
salud genética humana.

Concluyéndose que las células humanas tienen un sistema metabdlico muy
parecido al de estos roedores, y los resultados de esta investigacion podrian ser
parcialmente aplicables o deducibles en el humano, debido a que la frecuencia de
efectos clastogénicos y aneugénicos tras la induccion de micronucleos en células
sanguineas de ratas Wistar, por la lecitina de Glycine max L. Merr (soya) no resulté

ser genotoxica.
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