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1. INTRODUCCION.
1.1. Pérdida de ozono en la estratosfera.

En afios recientes se ha puesto mayor atencion a los cambios en el
ambiente que son resultado de las actividades humanas. Los términos:
adelgazamiento de la capa de ozono, elevacion de los niveles de dioxido de
carbono, clorofluorocarbonos y lluvia acida, con mucha frecuencia
encabezan articulos cientificos y populares. Fisicos atmosféricos y otros
investigadores han estudiado el impacto de estos cambios en la salud.

La funcion principal del ozono es la absorcion de la RUV en una
banda centrada en 250 nm, pero extendiéndose a 350 nm. Esto lleva a una
reduccion del 50% de la RUV-B que llega a la superficie de la Tierra y una
mucho menor proporcion de RUV-A. Esta accion y la liberacién de energia
como calor juegan un papel importante en el control de la temperatura
atmosférica (Fernandez, 1994).

La concentracion de ozono se mantiene por el balance de su
produccién y destruccion, desde luego que en los dltimos afios el equilibrio
se ha perdido por una mayor destruccion de la capa de ozono que permite el
paso de la RUV hasta la corteza terrestre.

Existen tres grupos principales de compuestos quimicos que han sido
involucrados en la destruccion gradual de la capa de ozono de la
estratosfera:

A). Compuestos nitrogenados que surgen principalmente del é6xido
nitroso.

B). Compuestos hidrogenados provenientes principalmente de metano
y vapor de agua.

C). Compuestos halogenados de los cuales los principales son los
clorofluorocarbonos.

Si bien estos tres grupos se producen en forma natural, las
actividades humanas y numerosas sustancias quimicas sintéticas han
incrementado sus concentraciones. Estos compuestos se difunden
rapidamente de la troposfera a la estratosfera como gases inertes, pero por
el efecto de la RUV se convierten en compuestos inestables, algunos
catalizan la destruccion del ozono y otros caen a la superficie terrestre
como lluvia acida.

La pérdida de ozono en la estratosfera es un hecho bien demostrado
con consecuencias en la salud. Por este motivo se ha incrementado el



desarrollo de filtros solares para que absorban la RUV-B con el fin de
minimizar los efectos nocivos de la radiacion sobre el cuerpo humano.

En los climas aridos y semiaridos la incidencia de la RUV es intensa
por lo que se puede suponer que las especies vegetales dominantes en estos
habitats presentan compuestos muy eficientes tanto en la filtracién de las
radiaciones solares asi como en los mecanismos antioxidantes.

México es uno de los paises con mayor biodiversidad, sin embargo,
ésta no se ha aprovechado, en gran medida por la falta de estudios basicos.
Ademas las zonas aridas y semiaridas constituyen una parte importante del
territorio nacional, el «cual tiene muchas especies potencialmente
aprovechables, sin embargo la gran mayoria de éstas presentan problemas
de mercado (Garcia, 1998).

Es necesario ampliar los estudios ecolégicos, fitoquimicos vy
genotdxicos para aumentar el conocimiento de los productos derivados de
las especies vegetales que presenten propiedades antioxidantes y sean
eficientes en la filtracion de las radiaciones solares y que ademas no tengan
efectos toxicos o genotOxicos para su posible explotacion industrial.

El aislamiento de principios activos a partir de plantas tiene una
estrecha relacion con la produccion industrial, farmacéutica y/o cosmética
de diferentes sustancias quimicas con diferentes aplicaciones. Se han
extraido compuestos a partir de productos naturales, como el verbascésido
del arbusto Buddleja scordioides (Avila, 1999). Se ha propuesto que este
compuesto se utilice como ingrediente de filtros solares para uso humano.

1.2. La piel humana.

Aun cuando el rigor del sistema tegumentario comprende un sistema
externo o piel y un tegumento interno o mucosa, colindantes ambos en
forma insensible a nivel de los orificios naturales del cuerpo- boca. ano,
vagina-, es costumbre considerarlo solamente en su composicion primera, o
sea, como piel y anexos (Cardenas, 1983).

La piel de un adulto promedio cubre méas de 19,300 cm’ de area
superficial, pesa alrededor de 2.7 kg y recibe mas o menos una tercera parte
de toda las sangre que circula por el cuerpo. La piel es casi impermeable,
proporciona una barrera térmica estrechamente regulada y eficaz; ademas
no solo controla la pérdida de fluidos valiosos. También evita la
penetracién de sustancias extrafias que pueden ser nocivas, refleja parte de
las radiaciones solares y actua como amortiguador frente a golpes
mecanicos. También aporta sefiales sexuales y sociales por su color, textura
y olor (Stanley, 1982; Moore, 1982; Arroyo, 1994).



1.2.1. Estructura y Funcién de la Piel.

La piel esta compuesta de una gran variedad de tipos celulares, como
se observa en la fig.1. Presenta una estructura compleja formada por
diferentes capas, las cuales son la epidermis, dermis (dermis reticular) e
hipodermis. La epidermis es una capa de epitelio estratificado que esté
conectada al tejido conjuntivo (dermis); ésta se encuentra encima de una
base de tejido adiposo que forma la hipodermis (Leeson et al.,1989;
Rusell,1992).

El color de la piel en si es amarillo, debido a la presencia de
carotenos, pigmentos que se depositan en el estrato corneo y en las células
de grasa de la dermis y la hipodermis. La sangre que se observa a través de
la dermis le da un tono rojizo. Por lo ultimo la presencia de cantidades
variables de melanina explica los tonos de color pardo. La melanina es
producida por células especializadas de la epidermis, los melanocitos. Los
factores ambientales como la RUV aumentan la produccion de melanina y
por lo tanto el bronceado (Leeson et al.,1989).

Foloculo piloso

Enidermi
Glandula sudoripara
: {
L
Hi ; l{ Cropisculo nervioso
Vena ! ¥ Vaso linfatico

Fig.1 Vista tridimensional de la piel (Arenas, 1987).

1.2.2. Propiedades protectoras de la piel.

La piel impide el paso de agua al interior de los tejidos. La epidermis
impide la lesién de las estructuras subyacentes y, al recubrir las
terminaciones sensibles en la dermis, mitiga el dolor. Cuando se destruye la
epidermis, como sucede en las quemaduras de tercer grado, se pierde esta
proteccion, y todo contacto es doloroso ya que en la piel estan localizados
los receptores sensitivos especificos para las cuatro sensaciones
fundamentales que son: dolor, tacto, temperatura y presion (Pearce, 1981;
Arroyo, 1994).



1.3. Radiacién Solar.

Uno de los principales factores ambientales a los que esta expuesta la
piel es la radiacién solar, la cual se divide en rayos gamma, rayos x (la
exposicion a esta alta energia no es de manera natural, sino inducida por el
ser humano), ultravioleta, luz visible, infrarrojo y ondas cortas, como se
muestra en la fig.2 (Madhukar,1992).

lafra- g oder  Ondusde radiy Srevlies

mjos L (o

Luz Visible

Alta , Baja
Energia 400 S00 Be 0 Energia

Fig.2. Esquema del espectro electromagnético.

La radiacion ultravioleta (RUV) se divide en: RUV-A (320-400 nm),
RUV-B (290 a 320 nm) y RUV-C (290 nm) (Larson, 1988).

La region RUV-A (320 nm) causa la pigmentacidon excesiva de la piel
o melanogénesis (bronceado), la RUV-B provoca eritema, edema,
quemaduras de piel, estimula la pigmentacion y provoca dimeros de
pirimidina en el ADN de las células epiteliales. La RUV-C es absorbida por
el ozono en la atmésfera por lo que no incide en la superficie terrestre, sin
embargo hay lamparas comerciales que tienen esta longitud de onda, las
cuales se emplean como germicidas (Freeman e/ al., 1989).

La energia solar en los humanos es muy importante ya que promueve
la sintesis de vitamina D. La deficiencia de ésta vitamina conduce a un
metabolismo anormal del calcio y fésforo que provoca una formacién
defectuosa de los huesos como es en el caso del raquitismo.

La energia solar estimula la producciéon de melanina, la cual ayuda a
controlar los efectos nocivos provocados por una exposicion prolongada a
la radiacién solar (Madhukar,1992).



Las dosis excesivas la radiacion solar, sobre todo en la regién del
ultravioleta, tiene efectos nocivos como por ejemplo: el carcinoma de
células basales y el carcinoma de células escamosas.

La intensidad de la radiacion depende de la latitud y altitud
geografica, la hora de exposicion en el dia, y de la condicion de la capa de
ozono (Larson, 1988), asi que al disminuir esta ultima, aumenta la radiacién
que llega a la superficie terrestre y con ello el dafio en la piel (Rusell,
1992).

Se ha determinado que la disminucién de 1% en la capa de ozono,
provoca un aumento de hasta 2% en la RUV-B, por lo que el actual
adelgazamiento o desaparicion de la capa de ozono ha incrementado en el
riesgo de carcinomas cutdaneos de un 1% a 4% en la ultima década (Rusell,
1992).

La sensibilidad de la piel a la radiacion solar estd determinada
genéticamente por el color y la facultad de respuesta a la radiacion por
diversos mecanismos de defensa como la fotoreparacién del ADN (Leeson
et al.,1989; Freeman ef al.,1989). En mamiferos la reparacion de los
dimeros de timina se realiza por escision de nucledtidos (Friedberg er al.,
1995),

La piel humana se clasifica de acuerdo a su sensibilidad a la luz solar
como se observa en la tabla 1. Mientras que en la tabla 2 se muestran
algunos efectos provocados por la RUV, aunque existen diversos
mecanismos que le permiten a la piel impedir los dafos causados por esta
radiacion, los cuales son: :

a) Queratinizacion. Se forma el estrato corneo de la piel, el cual
contiene proteinas que absorben la RUV.

b) Pigmentacién. Se secreta melanina por los melanocitos, en la
epidermis.

¢) Acumulacion de carotenoides. En la epidermis y la hipodermis, se
acumulan los carotenos, los cuales actuan como estabilizadores de
membranas y como antioxidantes.

d) Superoxido dismutasa y peroxidoreductasa. Disminuyen el efecto
de la radiacién UV eliminando radicales libres.

e) Mecanismos de reparacion del ADN. Eliminan el dafio causado al
ADN por la radiacién, disminuyendo el riesgo de cancer. (Madhukar,1992;
Friedberg et al., 1995).
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- Tipo de piel. | Color de la piel sin | Sensibilidad a Ia Bronceado.
' : exponerse al sol. | luz UV. i
; E Blanco. Muy sensible Sicmpre enrojece
P bttt pero nunca
broncea.
I1. | Blanco. Muy sensible ++++. | Siempre enrojece,
rara vez broncea.
i 111 Blanco. Sensible +++. Enrojece
i moderadamente.
i bronceado
uniforme.
1V, Cafe claro. Moderadamente Enrojece poco.
sensible ++. bronceado marron.
V. Cafe. Minimamente Enrojece rara vez,
sensible +. bronceado
chocolate.
VL Negro. Insensible Nunca enrojece.
raza negra o
hinddes.

Tabla 1. Clasificacion de la piel de acuerdo con la sensibilidad a la
luz solar (Madhukar, 1992).

f

_Efectos Agudos. | Efectos Crénicos.
Quemaduras. | Arrugas cn la Picl.
: Neomelanogénesis. [ Cancer (melanomas v carcinomas).
: Rcacciones Fotoalérgicas i[ Alteraciones de la Respuesta Inmunc.
£ Fototoxicas. 5
;. Enfermedades foto scnsitivas (Lupus. |
‘ Porfiria). ] _ |

Tabla 2. Efectos de la radiacion UV en humanos (Madhukar, 1992).

A pesar de los mecanismos de proteccion ya mencionados, la
radiacion UV se ha relacionado con diversas enfermedades de la piel que
van desde la formacion de eritema, melanogénesis y envejecimiento
prematuro hasta cancer de piel como son: el carcinoma de células basales
(CCB) y el carcinoma de células escamosas (CCE) este tipo de cancer es
muy comun en los Estados Unidos (Epstein, 1997, Freeman er a/.,1989).



1.4. Formacion de radicales libres.

Dentro de las moléculas los electrones habitualmente se reunen en
pares. Asi en la molécula del agua, él Oxigeno se encuentra rodeado de
cuatro pares de electrones; dos pares se ligan debilmente en uniones OH y
dos pares no ligados. Un doblete electronico es mas estable que un electron
aislado, porque aparentemente dos electrones con carga opuesta permiten la
anulacion de sus campos magnéticos reciprocos. Un radical libre es por el
contrario, una especie quimica neutra o cargada donde la capa periférica
contiene un electron no acoplado (electron no apareado con otro electron).
El numero total de electrones de un radical libre es por consiguiente impar.
El electron no acoplado le confiere al radical libre una cierta inestabilidad
tanto en el plano energético como en el cinético (Buechter, 1988).

1.4.1. Fuentes fisiolégicas de radicales libres.

La produccion de radicales libres es permanente dentro de la materia
viviente, pero lo esencial de la produccion de radicales esta asociado con el
metabolismo celular del oxigeno y las reacciones de oxido-reduccion.

1.4.2. Reacfianes de Desintoxicacion.

Las reacciones oxidativas de desintoxicacion son igualmente
productoras de radicales libres. Las oxidasas contenidas en los peroxisomas
(organelos celulares que juegan un papel importante en la desintoxicacion
de numerosas moléculas) son el origen de una produccion de radicales por
la transformacion del oxigeno molecular en el anion superdxido y en
peroxido de hidréogeno. Los citocromos P450 de reticulo endoplasmico liso,
son las proteinas que funcionan, como las oxidasas, para transferencias
monoeléctricas (produccion de radicales) y participan en la desintoxicacion
de ciertos productos (anestésicos, pesticidas, contaminantes, etc.), asi como
en la biosintesis de esteroides (cortisol, aldosterona, etc) (Buechter, 1988).

1.4.3. Sistemas fisiolégicos de defensa frente a la produccion de
radicales libres.

1.4.4. Enzimas especificas.

Frente a la produccion fisioloégica mas poderosa de radicales libres
oxigenados, el organismo dispone de sistemas de defensa enzimaticos
especificos, manteniendo en concentraciones muy bajas a los radicales
libres.

1.4.4.1. La super perdxido dismutasa (SOD).

La SOD esta presente en todos los organismos animales y vegetales
vivientes aerobios. En el hombre existen dos super Oxidos dismutasas, una
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esta en el citoplasma y su sitio activo contiene cobre y zinc; la otra es
mitocondrial y contiene nmagnesio. La accion de la SOD debe
obligatoriamente estar acoplada a las catalasas/peroxidasas para evitar la
acumulacion de peroxido de hidrogeno H.O; (Deby vy Pincemail, 1986).

1.4.4.2. Catalasa.

Enzima localizada en el interior de los peroxisomas, su funcion es la
de catalizar la transformacion de peroxido de hidrogeno en agua y en
oxigeno molecular. La actividad de esta enzima esta delimitada por su
localizacion exclusiva en los peroxisomas(Deby y Pincemail, 1986).

1.4.4.3. Glutato peroxidasa.

La glutation-peroxidasa es una enzima citosélica e intramitocondrial
que degrada la mayor parte de peroxido de hidrogeno y lo transforma, en
presencia de glutation reducido, en agua y glutation oxidado. La glutation-
peroxidasa juega un papel antioxidante y capta los radicales libres despues
de realizar una transformacion. (Deby y Pincemail, 1986).

1.4.6. Captadores de radicales libres.

Los captadores de radicales son un sistema de proteccion
complementaria, ademas de las enzimas, que son a la vez citosolica
(glutation, acido ascorbico) y membranal (alfa-tocoferol, vitamina A). La
caracteristica comun de estos compuestos es ser facilmente oxidables. El
alfa-tocoferol o vitamina E capta los radicales de tipo ROO- en el lugar
mismo de su formacion (localizacion membranal de alfa-tocoferol) y evita
asi eficazmente a la lipidoperoxidacion de las membranas celulares (Bisby,
1990).

1.4.7. Daiio producido por radicales libres.

Los radicales de oxigeno tienen la capacidad de dafiar reversible o
irreversiblemente a compuestos pertenecientes a todas las clases
bioquimicas, incluyendo acidos nucleicos (ADN y ARN), proteinas vy
aminoacidos libres, lipidos y lipoproteinas, carbohidratos y macromoléculas
del tejido conjuntivo. Estas alteraciones pueden tener impacto sobre el
funcionamiento celular, tales como el metabolismo y la expresion genética
(Gerschman ef al., 1954; Friedberg er al., 1995).

Los radicales libres pueden modificar la estructura de algunos
aminoacidos debido a esto las proteinas pierden su actividad biologica. En
las proteinas se pierden los enlaces disulfuro y son mas susceptibles a la
proteolisis por lo que pierden su funcion.



En lo referente a la interaccion con el acido desoxirribonucleico
(ADN) cambian su estructura, formando dimeros de pirimidina, originando
rupturas en las bandas del ADN y dafios en los factores de transcripcion,
afectando la regulacion en la expresion de ciertos genes (Larson,1988;
Pryor, 1994).

Los radicales libres reaccionan con los lipidos provocando la
lipoperoxidacion lo cual afecta a las membranas celulares produciendo lisis
(Larson,1988; Pryor, 1994).

En la ultima década se ha obtenido amplia evidencia que indica que
los radicales de Oxigeno tienen cierta ingerencia en el desarrollo de muchas
enfermedades, algunas de ellas se muestran en la tabla 3. Sin embargo su
participacion en muchos procesos patologicos como porfiria, dermatitis por
contacto y en el sindrome de Bloom, todavia es controvertido (Cross ef al.,
1987; Athar er al., 1992; Beindic,1994).

: Patologia. | Atencién.

[ Patologia cardiovascular. Isquemia. Aumento cn la agregacion plaquetaria.

i Arferosclerosis. . e
[ Necuro-geriatria. [ _ Alzheimer, Parkinson.

] Oftalmologia. Las degeneraciones retinianas, cataratas,

' enfermedades inflamatorias del ojo. la fibroplasia -
S .. Tetrolental.
Otorrinolaringologia. j | _ Vértigos. hipoacusias. acufenos.

. Diabetologia. [~ Diabetes
‘ Dermatologia ¥ Infecciones cutancas, enfermedades auto-inmunes
| Reumatologia. .

[ Patologia Digestiva. | !E_l_]_f_c_lf_i_'l}icdad dc Crohn.

, Oncologia. | Tumorcs. .

Tabla 3. Patologias donde intervienen los radicales libres (Droy-
Lefaix ,1989).



1.5. Fotoproteccion.

Para prevenir o reducir los efectos nocivos de la radiacion UV es
necesario tomar medidas fotoprotectoras como evitar la exposicion
prolongada a las horas de mayor irradiacion (10 am. a 3 p.m.), emplear
ropa protectora como sombreros, paraguas y lentes para el sol, favorecer el
bronceado natural con exposiciones cortas o suberitemogénicas (formadoras
de eritema o enrojecimiento), administrar productos quimicos que aumenten
las defensas naturales de la piel y el empleo de filtros solares, los cuales
pueden ser topicos u orales (Bissett, 1991).

1.6.1. Definicion.

Los filtros solares son preparaciones topicas cosmeéticamente
aceptables, que reducen en mayor o menor grado, el efecto deletéreo de las
radiaciones UV por absorcion, reflexion o dispersion de las mismas. Los
filtros solares no deben de ser productos de uso ocasional y deben tener
otros beneficios para la piel como la humectacion, emoliencia,
sustantividad y, desde luego, una fotoproteccion eficaz (Bissett, 1991).

1.6.2. Historia de los filtros solares.

El primer reporte de uso de filtros solares en el mundo fue en 1928,
en los Estados Unidos con la introduccion comercial de una emulsion
conteniendo dos filtros solares quimicos, bencil salicilato y bencil
cinamato. Alrededor de 1930, un producto que contenia 10% de salol (fenil
salicilato) aparecio en el mercado australiano. En Francia, 1936, fue
introducido el primer filtro solar comercial por E. Schueller. En los Estados
Unidos aparecieron lociones conteniendo oleato de quinina y bisulfato de
quinina en 1935. El acido para amino benzoico (PABA) fue el primer filtro
solar patentado en 1943, abriendo el camino para la incorporacion de varios
derivados de para amino benzonatos en las formulaciones de filtros solares.
Durante la segunda guerra mundial el petrolato rojo fue usado por el
ejército de Estados Unidos, que guiaron el uso extensivo de filtros UV
fisicos y quimicos (Lowe, 1990).

1.6.3. Filtros Quimicos.

Son preparaciones incoloras las cuales se colocan sobre la piel.
Normalmente contienen compuestos quimicos que absorben todas las UVs
(290-400 nm), modifican las propiedades Opticas de la piel y previenen las
reacciones fotoquimicas y bioquimicas responsables de la induccion de

quemaduras solares, ademas, protegen del envejecimiento prematuro
(Madhukar,1992).
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1.6.4. Filtros Fisicos.

También se les Ilama bloqueadores, no absorben la luz, reflejan la
radiacion UV y la visible. Normalmente son sustancias con color, opacas,
que se adhieren a la piel y no se caen después de nadar. No son aceptados
cosméticamente, pero son apropiados para pacientes que son muy sensibles
a la radiacion UV y a la visible o para personas que por condiciones
laborales exponen mucho tiempo a la radiacion solar (Madhukar,1992).

1.6.5. Filtros Orales.

La mayoria de la gente no se aplica filtros solares topicos en su vida
diaria, por lo que se ha tratado de desarrollar protectores solares sistémicos,
los cuales reducen definitivamente los efectos de la radiacion. Compuestos
como el acido acetilsalicilico y las vitaminas A, C y E se emplean
ampliamente, sin embargo su supuesta fotoproteccion no ha sido
determinada, solo el P-caroteno se ha recomendado en pacientes con
porfiria (Madhukar,1992).



2. Antecedentes.

El géneros Buddleja tienen amplia distribucion, tanto en el hemisferio
oriental como en el occidental. Las plantas de dicho género se caracterizan
por vivir en una amplia diversidad de habitats, incluyendo zonas
perturbadas por efecto de la urbanizacion. Las especies mas comunes son B.
davidii, B. americana, B. cordata, B. globosa y B. variabilis. Los estudios
fitoquimicos han revelado la presencia de numerosos metabolitos y en
algunos casos se ha evaluado su actividad biologica como se muestra en la
tabla 4.

b Compuestos. | Referencia.

; Scsquiterpenos: Buddleina A, B y C quc son Yoshida er al_, 1978. |

. citotoxicas y BuddicinaD yEnotéxicos f |

Triterpenos: B-amirina. acctato de B-amirina ~ Lopez et al., 1979,
Esteroles: B-sitosterol, condrilasterol, cslig;naslcroﬂﬂ' Houghton. 1984.

H Iridoides: aucubina, catalpol, metilcatalpol. Houghton. 1985.

_ Fenilpropanoides: acido cafeico, ferulico v p-
. cumarico, Buddinol A, B. C. D, E v F, Verbascodsido,
martinosido. jionosido, angorosido.

, Fenilpropanoides: acido cafeico. ferulico v p-
i cumarico, Buddinol A, B. C. D, E v F, Verbascosido.
i martinosido. jionosido. angorosido.

i\ Feniletanides: éster 2-(-4 hidroxifenil ctanol del
i acido lignosérico, éster 2-(-4 hidroxifenil) etanol del

{ ~_acido dodecanoico ]
Buddlcjasaponinas I-1V Yamamoto et al., 1991,
' Iridoides unidos a lignanos: 6-feruloilajugol Yamamoto, 1993.
Diterpenos: Buddlejona, primer diterpeno aislado de Houghton, 1996,
la familia BUDDLEJACEAE
Aislo los compuestos quimicos encontrados en B. Arciniegas ef al., 1997,

metil catalpol

Determino cl efecto bactericida del verbascosido Avila, 1999,
contra una bacteria gram-positiva v determino su
| modo de accion.

i
[
!
|
i, pasiflora los cuales son: Verbascosido, aucubina v
|
I
)

Tabla. 4. Se muestran los compuestos aislados a la fecha del género
Buddleja.
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3. Aspectos Generales sobre el género Buddleja.

Anteriormente el género Buddleja estaba considerado dentro de la
familia Loganiaceae; ahora de acuerdo con Hutchinson de 1973, pertenece a
la familia Buddlejaceae. El género Buddleja comprende alrededor de 100
especies, 50 de las cuales son originarias del continente americano.

Las especies de Buddleja son arboles pequefios o arbustos que crecen
en las tierras tropicales de América, Asia y Africa.

Los usos medicinales de estas plantas reportados a nivel mundial son
como antiinflamatorio, antiséptico local y como diurético (Houghton,
1984).

En México existen 20 especies de Buddleja, las cuales se distribuyen
en todo el territorio nacional (Rzedowski, 1985). Algunas de estas plantas
son utilizadas en la medicina tradicional mexicana para el tratamiento de la
erisipela, como cicatrizantes, analgésicos, antidiarreicos, antiinflamatorios
y contra infecciones de las vias respiratorias altas (INI, 1994).

Son pocos los estudios quimicos y biologicos que se han realizado a
las Buddlejas que habitan en México y que permitan correlacionar la
composicion fitoquimica con las propiedades medicinales que se les
atribuyen.

El IMSS (1994) publicé un Atlas con plantas medicinales, en este la
especie Buddleja scordioides presenta muy pocos estudios cientificos que
comprueben sus propiedades, en el sentido de su empleo tradicional.

Avila (1999) aislé verbascosido de la especie Buddieja scordioides y
debido a la absorbancia en el espectro UV que presento el compuesto, que
fue de 290 nm lo propone como un ingrediente activo para los filtros
solares para uso humano.

Estos son los dunicos estudios reportados para las especies de
Buddlieja de nuestro pais.

3.1. Distribucion de Buddleja scordioides.

La Buddleja scordioides H B. K. es cosmopolita y tiene una amplia
distribucion en las zonas aridas de nuestro pais, desde Chihuahua hasta el
suroeste de Hidalgo como se muestra en la fig. 3, habitando zonas desérticas
de los Estados Unidos. En los estados del norte del pais se le conoce con el
nombre de “escobilla” o "tepozan" (IMSS, 1994).



Estados Unidos Mexicanos

Buddleja scordivides

Fig.3 Distribucion de la B. scordioides en México.
3.2. Descripcion Botanica B. scordioides.

Buddleja scordioides es un arbusto de 30 cm a un metro de altura,
ramoso y de tallo lefioso, sus hojas son sésiles pequefias con margen
crenado (0.25-0.0 c¢cm) de largo y (0.8 cm) de ancho y con venacion muy
conspicua en el envés. Presenta inflorescencia terminal con varios pares de
cimas capitadas colocadas en axilas foliares, con cabezuelas seésiles
(Rzedowski y Rzedowski , 1985).

Fig.4. B. scordiovides
3.3. Uso de B. scordioides.

Esta planta es utilizada artesanalmente para fabricar escobas, el
cocimiento de sus hojas se utiliza contra la indigestion y para prevenir las
quemaduras de piel producidas por la exposicion prolongada a la luz solar
(Rzedowski y Rzedowski, 1985), hasta la fecha no ha sido estudiada
genotoxicamente.



4. Verbascosido.

En general los compuestos fenilpropanoides se reconocen como parte
del mecanismo de defensa quimico usado por las plantas en respuesta a un
ataque por patogenos, ademas de su papel general como agentes
antimicrobianos. La mayoria de los ésteres glucosidos fenilpropanoides
poseen actividad farmacologica o biologica (Cooper er al/., 1980).

A algunos compuestos quimicamente relacionados con el
verbascosido se les ha determinado actividad biologica. El orobancosido
tiene un efecto analgésico; el miricosido un efecto antialimenticio. Un gran
numero de compuestos se han reportado como inhibidores enzimaticos
efectivos; por ejemplo, el orobancosido inhibe la aldosa reductasa que al
parecer juega un papel importante en la disminucion de las cataratas y
neuropatias secundarias en los diabéticos. El forsitiacido y su analogo
hidroxi, el cual inhibe la actividad cAMP-fosfodiesterasa (Nishibe et al.,
1982; Kitagawa ef al., 1984). Otros ésteres cafeoil glucosidos inhiben la
actividad 5-lipoxigenasa del acido araquidonico y de los leucotrienos, de
ahi que se usen como agentes antialérgicos o como antiinflamatorios.

El verbascosido obtenido de la planta Buddleja scordioides es un
metabolito secundario del tipo fenilpropanoide (Avila,1999), que se
caracteriza por tener una parte de cafeoil y una hidroxifeniletil unidas a una
3-glucosa por una unién éster (C-4) y un enlace glucosidico (C-1) la
estructura molecular se muestra en la Fig. 5. La parte fenilpropanoide deriva
de la fenilalanina o del acido cinamico y el fragmento hidroxifeniletanol, se
forma a partir de la tirosina y de la tiramina (Ibahim y Barron, 1989).

OH OH

Fig. 5. Estructura molecular del verbascosido.

Es soluble en metanol (CH;OH), metanol-agua en una proporcion 1:1
(CH30H-H:0), en dimetilsulfoxido (DMSO) y es parcialmente soluble en
agua (H;0).
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5. Drosophila melanogaster.

Es un organismo eucarionte, multicelular, perteneciente al orden
Diptera, dioico, su reproduccion es sexual y tiene una longitud de 2-3 mm.
Morfologicamente es diferente el macho de la hembra como se puede ver en
la fig. 6.

Las hembras depositan los huevos en los sitios apropiados para el
desarrollo de las larvas, las cuales estan desprovistas de patas verdaderas,
su locomocion se efectua por movimientos de los segmentos, ayudados por
cerdas, espinas o crecimientos carnosos del cuerpo. La gran mayoria de las
larvas son acéfalas o no tienen cabeza bien formada.

La pupa de los dipteros es cerrada, en ésta existe un puparium, es
decir, que la larva forma su pupa sin despojarse de la ultima exuvia y el
adulto presenta generalmente un ptilinum (forma como emerge el imago de
ellas).

Una mosca adulta hembra mide 2-5 mm de largo y pesa 1.5 mg
mientras que el macho pesa .8 mg aproximadamente. Los ojos de la hembra
contienen un promedio de 780 omatidios y los del macho, alrededor de 740.
(Graf y Schaik, 1992).

La mosca de la fruta ha probado por diversas razones ser un
organismo experimental muy valioso, algunas de ellas son: ciclo vital corto,
su composicion genética de solo cuatro pares de cromosomas, asi como
cromosomas muy grandes en las células de sus glandulas salivales (Ramos
et al.. 1993). '

Fig. 6. Macho y hembra de Drosophila melanogaster.
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5.1. Ciclo de Vida.

Aunque en condiciones de laboratorio el ciclo de vida es muy corto,
este organismo en su medio natural presenta un ciclo de vida ligeramente
mas largo; de acuerdo a las condiciones del medio natural, en un medio
donde la alimentacion esta asegurada el ciclo de vida de este organismo se
reduce.

El tiempo de vida de Drosophila melanogaster a 25°C de temperatura
es de aproximadamente 40 dias como se muestra en la fig.7, presentando en

este lapso de tiempo diferentes estadios a etapas de desarrollo ontogénico
que se muestran en la tabla 5.

1 dia

I dia
.4; ey
\\ /' huevo
N

estadios

1 dia

larvarios

m

2.3 dias

pupa

*I 2 41 2
dias

adulto

Fig.7. Ciclo de vida de Drosophila melanogaster.
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Etaps de Desarrollo | N _!._I_l_"_ljléjl’;:@_en_EVl;ﬂ_t_?s { _Eis.

" Desarrollo Embrionario. [ 1 1 i

. __Primera Etapa Larval._ [ . ol

. Segunda Etapa Larval. _| 3. e __1_,

: Tercera Etapa Larval. _ [ 4. 1"—-_}-"
T %

. e = = T
Etapa Adulta. i 7. { 10 dias.

Tabla. 5. Secuencia y duracion aproximada del ciclo de vida de
Drosophila melanogaster en condiciones optimas de temperatura vy
humedad.

Los huevos depositados por este organismo son de color blanco,
alargados y presentando dos filamentos en la region anterodorsal, con un
tamafo promedio de 0.5 mm x 0.3 mm.

5.2. Morfologia.

La morfologia de la D. melanogaster, su comportamiento vy
particularidades fisiologicas se han estudiado minuciosamente. Desde el
punto de vista genético, los discos imagales constituyen un excelente
material de estudio. Cada disco aparece como un primordio desde el primer
estadio larvario, con 20 a 50 células. A partir de ese momento, el nimero de
ceélulas por cada disco se incrementa por mitosis hasta el final de la fase
larvaria en la que llega a tener miles de células por disco. Al final del
tercer estadio larvario, 5 dias aproximadamente después de la eclosién, la
larva inicia el periodo de pupa en el que parte del material larvario
degenera y las células indiferenciadas forman los tejidos y las estructuras
del adulto. Estos derivan de cada disco imagal, cuya distribucion se muestra
en la fig. 7. Durante este estadio la cuticula que constituye el puparium se
obscurece y 5 dias mas tarde emerge la mosca adulto. Aproximadamente de
6 a 8 horas después de emerger los machos son fértiles, mientras que las
hembras lo son después de 10 6 12 horas (Mitchell, 1984).

En la parte superior de la cabeza se encuentran: un par de antenas,
tres ojos pequefios llamados ocelos. El torax de la D. melanogaster esta
formado por tres segmentos fusionados, que son: el protorax que posee el
primer par de patas, el mesotorax en que se articula el segundo par de patas,
y las alas y el metatorax con un tercer par de patas y un par de estructuras
llamadas halterios que le dan al organismo estabilidad mientras se
encuentran en vuelo y el abdomen en el cual se encuentra el aparato genital
en la parte posterior (Russell, 1992).



hscos imagales en la larva Faranras del adiho

| abium ————]
Py R
=] Partes bucales

-

.

Antenas

Humero

s

L Alas

Primerac natac

Sepundas natas

— lerceras patas

Haherios

Anarato genital

Fig. 7. Distribucion de los discos imagales en la larva y los organos que
forma en los adultos (Rusell, 1988).

5.3. Conducta Reproductiva. lZ E-.

Las hembras depositan sus huevos en la superficie del medio de
cultivo y el rango de produccion de huevos se incrementa drasticamente
durante los primeros dias de la vida del adulto. En este tiempo (entre el 4o0.
y 15avo. dia) se puede incrementar la produccion a 100 huevos por dia, asi
una hembra puede poner hasta 3 000 huevos en su tiempo de vida aunque es
mas comun entre 700 y 1 000. El rango de produccion de los huevos
empieza a decaer después de los 15 a 20 dias; por lo tanto el
comportamiento es exponencial (David y Bocquet,1974).

Nimero de huevos

Grafica 1. Muestra la produccion de huevos por las hembras de Drosophila
melanogaster.
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6. Prueba de Mutacion vy Recombinacion Somatica en el ala de D.
melanogaster.

Los estudios epidemiologicos han demostrado ser muy eficientes para
determinar la relacion de enfermedades con sus causas probables,
permitiendo tener a un nivel clinico, una guia para el diagndstico y
prevencion de las mismas. Sin embargo, no son totalmente confiables, ya
que no se puede determinar el periodo aproximado de exposicién al factor
de riesgo, ni controlar las actividades y habitos de cada individuo, haciendo
dificil centrar en un so6lo aspecto el origen de la enfermedad. Ante tales
circunstancias se ha tenido la necesidad de disefiar modelos experimentales
para el estudio de posibles agentes mutagenicos directos o indirectos
denominados bioensayos a corto plazo, cuyos resultados han sido de gran
utilidad en el cuidado de la salud publica. En dichas pruebas se expone al
organismo, al cultivo de células o fagos, en forma controlada, al agente
genotoxico sospechoso. Uno de los bioensayos a corto plazo que ha dado
grandes resultados es la prueba de mutacion y recombinacion somatica
(SMART, por sus siglas en inglés), la cual detecta mutaciones puntuales,
deleciones y algunos tipos de aberraciones cromosomicas como mutacion y
recombinacion somatica provocadas por algun agente fisico o quimico,
utilizando como modelo experimental a D. melanogaster (Guzman y Graf,
1995).

Las alas de D. melanogaster estan formadas por dos monocapas
celulares, una dorsal y otro ventral. El plano de division de las células esta
orientado de manera perpendicular al eje del ala, de manera que los eventos
que regulan a las células de la capa dorsal son independientes de aquellos
de la capa ventral., En la fig. 8 se muestra el patron de venas del ala de D.
melanogaster que ayuda a realizar el registro y contabilizacion de las
manchas por seccion. Al diferenciarse, cada célula da origen a un tricoma
que se forma por la acumulacion de fibras de actina en un polo de la célula,
el tricoma crece durante la metamorfosis y posterior a ésta, la célula muere
y solo es observable la presencia del tricoma en la superficie de las alas. De
esta manera puede establecerse una relacion directa entre el nimero de
tricomas en las células de las alas y el numero de células que los forman
(Demerec, 1965, Garcia Bellido y Merriam, 1971; Garcia Bellido y Dapena,
1974).

Fig. 8 Patron de venas que divide el ala de Drosophila melanogaster
para el registro de las manchas (Garcia-Bellido y Merriam, 1979).
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La prueba SMART, utiliza sistemas fenotipicos. mutaciones en las
células de los tricomas en las alas. Teniendo como fundamento, la perdida
de heterocigosidad de genes marcadores en las celulas de los discos
imagales de las larvas, que se expresan como clones o manchas en las alas.
Al exponer a las larvas a un compuesto sospechoso, si hay dafio en el
material genético, éste se puede determinar mediante metodos estadisticos,
al comparar la frecuencia de manchas en los tejidos correspondientes, con
la obtenida en organismos no expuestos (Guzman y Graf, 1995).

En el caso de trabajar con las células de las alas, se utilizan tres
lineas: mmi{:!e wing hair (mwh mwh), flare (fIr'/TM3, Bd®) y Oregon-flare
(OR(R), fIr'/TM3 Bd®).

La linea mwh'mwh (mutiple wing hair): Presenta una mutacion
recesiva localizada en el brazo izquierdo del cromosoma 3(3-0.3). Su
expresion fenotipica se observa como un cambio del numero de tricomas
que salen por célula (3-5), mientras que en el fenotipo silvestre a cada
celula le corresponde un solo tricoma.

La linea ﬂr“;’ TM3, Bd* (flare): Se caracteriza por la presencia de
tricomas mal formados, cortos en forma de flama o roseta de maiz, es una
mutacion recesiva y esta localizada en el brazo izquierdo del cromosoma
tres pero en una posicion mas proxima al del anterior (3-38.8). Esta
mutacion en homocigosis es letal (Ramos ¢r al., 1993). Sin embargo, las
células individuales homocigoticas en los discos imagales de las alas son
viables y pueden producir clones mutantes en las células del alas del adulto
(Graf, er al.,1984).

Bd® (serratié}: Para reconocer fenotipicamente a la linea se utiliza
este marcador dominante, que se manifiesta como muescas en los bordes de
las alas; en condiciones de homocigosis también es letal. Se localiza en el
cromosoma 3 (3-92.5) (Ramos ef al., 1993).

TM3 (Inversion TM3): Como los marcadores fIr' v Bd® son letales en
homocigosis la linea presenta un cromosoma balanceador con inversiones
multiples (TM3), que evita la recombinacion en meiosis y mitosis y permite
mantener la linea, la cual esta formada por individuos heterocigotos para
los marcadores letales (Graf, er al. | 1984).

OR(R) (Oregon)-flare: La linea Oregon-flare fue construida por
Frolich y Wurgler en 1989, Esta linea presenta el cromosoma 2 de la linea
Oregon R(R) resistente al DDT (Delgado Rodriguez, er al., 1995), este
cromosoma a su vez acarrea la mutacion dominante Rst (2) DDT ubicada en
2-65 la cual confiere no solo resistencia al DDT e insecticidas organo
fosforicos en larvas y adultos sino también el incremento general en el
metabolismo xenobiotico (Lindsley & Zimm, 1992 citada en Delgado, e al.,
1995).
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Esta mutacion es responsable de incrementar de manera constitutiva
los niveles en el gen regulador de la sintesis del Citocromo P-450, complejo
enzimatico que participa activamente en la oxidacion y reduccion
metabolica de diferentes compuestos inactivando o activando promutagenos
(Delgado, er al., 1995).

Es importante mencionar que el utilizar marcadores localizados en el
mismo cromosoma, permiten discernir fenomenos de recombinacion en la
region delimitada por el marcador fIr’ y el centromero o la region entre los
dos marcadores. Como resultado de eventos de recombinacion pueden
recobrarse manchas sencillas y gemelas. Este ultimo evento es el resultado
de recombinacion en el intervalo proximo al centromero que es acotado por
el marcador fIr’, mientras que las manchas sencillas fIr° o mwh indican
varios eventos posibles: recombinacion entre fIr’ y mwh, mutacion puntual,
pérdida parcial o total del cromosoma 3 o por una disyuncion.

En las cruzas, las larvas transheterocigotas tienen un fenotipo
mwh+/+flr o mwh+flr*/TM3 Bd®, en teoria en proporcion 1:1. Ambas
larvas son indistinguibles, pero al recuperar adultos, el primer genotipo
genera moscas con alas silvestres y el segundo alas serratia, siendo las
primeras las que se analizaran en busca de manchas sencillas (resultado de
varios eventos mutagénicos y de recombinacion somatica) y de manchas
gemelas (que resultan solamente de la recombinacion somatica) como se
aprecia en la Fig 9.

MANCHA mwh

ay

Fig.9. Fenotipo de las manchas analizadas en las alas (donadas por
Frei, 1997).
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7. Justificacion.

El 6% de la radiacion solar aproximadamente que alcanza la
superficie de la tierra es radiacion UV (Pathak. 1995) y el efecto mas
nocivo provocado por la exposicion prolongada a la radiacion solar es la
induccion de dos tipos de cancer, por este se ha desarrollado una fuerte
campafa para la elaboracion de productos que se puedan aplicar en la piel y
que permitan incrementar el tiempo de exposicion del ser humano a la
radiacion solar.

En Mexico tradicionalmente se han utilizado plantas para problemas
de salud o incluso para evitar las quemaduras por la exposicion prolongada
a la radiacion solar. Al igual que en los filtros solares se encuentran en
estas sustancias activas que son utilizadas por la poblacion.

Por esto es necesario ampliar los estudios tanto ecologicos,
fitoquimicos y genotoxicos para diversificar los productos derivados de las
especies que presenten propiedades aptas para ser explotadas por el hombre
a un nivel industrial.

Sin embargo la falta de estudios sobre la toxicidad de la molécula
verbascosido, hace pensar en la necesidad de evaluar este compuesto va que
su aplicacion podria tener un efecto nocivo para el ser humano. Por lo
anterior en este proyecto se plantea: aislar un metabolito secundario del
tipo fenilpropanoide (verbascosido) de la Buddleja scordioides y evaluar el
efecto genotoxico del verbascosido mediante la prueba de mutacion y
recombinacion somatica en ala de ). melanogaster cruza de bioactivacion
elevada

8. Hipaotesis.

Ho = Si el verbascosido no tiene efecto genotoxico entonces no habra
diferencias entre el testigo negativo (etanol 2 %) y los experimentales

Ha = Si el verbascosido tiene efecto genotoxico entonces habra
diferencias entre el testigo negativo (etanol 2 %) y los experimentales



9. Objetivos.

Objetivo General.

Evaluar el efecto genotoxico del verbascosido a concentraciones que
generan el 75, 85, 95% de sobre vivencia, mediante la prueba de mutacion y
recombinacion somatica en ala de Drosophila melanogaster cruza
bioactivacion elevada.

Objetivos Particulares.

I). Aislar el verbascosido de la Buddleja scordioides.

I1). Cuantificar el rendimiento de verbascosido obtenido de la
Buddlieja scordioides.

III). Administrar soluciones 0, 27, 81, 135 mM de verbascosido a
larvas de 72 h de la cruza bioactivacion elevada para evaluar su
genotoxicidad mediante la prueba de mutacion vy recombinacion somatica en
ala de Drosophila melanogaster.



10. Materiales y Métodos.
10.1. Aislamiento del verbascoésido.

La Buddleja scordioides se colecto en el Municipio del Huizache Edo.
de San Luis Potosi durante el mes de abril del 2001 y se traslado al
laboratorio de Fitoquimica de la Unidad de Biotecnologia y Prototipos de la
Facultad de Estudios Superiores Iztacala.

La planta se seco a la sombra a temperatura ambiente durante 20 dias.
Se molio la parte aérea, obteniendo 2,200 g, los cuales se colocaron en un
recipiente de 20 Its, agregando 14 lts MeOH dejandolo durante 5 dias a
temperatura ambiente. Posteriormente se obtuvo un extracto metandlico.
Este proceso se repitio 4 veces bajo las mismas condiciones.

El extracto metanolico se filtro con papel filtro Whatman M-1 y se
concentro a sequedad en presion reducida en un Rotavapor BUCHI R-124 a
70 rhm y 65° C.

El extracto se dejo reposar durante 10 dias a temperatura ambiente
para evaporar ¢l MeOH y posteriormente se realizaron cinco lavados con
Ce¢H,4 v tres con CH;Cl:.

El extracto se incorpor60 a celita para realizar la primera
cromatografia de absorcion en columna abierta. Se realizaron sobre gel de
silice 60 F.s4 Merck (tamafio de particula 0.063-0.200 mm, malla 70-230
ASTM), la fase movil que se empled fueron mezclas de CH,Cl.:MeOH
aumentando gradualmente la polaridad y a una proporcion de €H,Cl;:MeOH
8:2 se obtuvo el verbascosido. El desarrollo de la columna se monitoreo
empleando cromatografia en capa fina (ccf), se emplearon cromatofolios de
aluminio cubiertos con gel de silice 60 F 254 Merck (0.2 mm de espesor,
para analisis), usando como fase movil CH.Cl,:MeOH 8:2. La ccf permitio
verificar el desarrollo de las cromatografias en columna abierta vy
comprobar la pureza de 99% del compuesto obtenido.
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| 10.'1. Aislamiento del verbascosido

2.200g dc B. scordioides molidos. cn McOH a 25° C durante 3 dias.

Concentrado a presion reducida.

Lavado con C¢H,4 durante 1 h de agitacién para scparar ccras.

Lavado con CH,Cl. durante 1 h de agitacion para separar ceras.

Cromatografia de absorcion en columna abierta sobre gel de Silice 60 F;5; Merck con CH-Cl-
para obtener 10 fracciones.

Cromatografia de absorcién en columna abierta sobre gel de Silice 60 F.<; Merck CH-Cl--MeOH 9:1
para obtener 15 fracciones.

Cromatografia de absorcion en columna abierta sobre gel de Silice 60 F., Merck
CH.Cl,-MeOH 8:2.

|

Obtencion del verbascésido con un 99% de pureza.
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10.2. Prueba de genotoxicidad con SMART.

Las lineas utilizadas fueron: OR(R)flare. flr'/TM3 Bd" y mwh mwh,
del laboratorio de Genética Toxicologica de la Facultad de Estudios
Superiores lztacala, originalmente donadas por el Dr. U. Graf del Instituto
Tecnologico de Zurich, Scherwezenbach Suiza.

Las lineas OR(R)flare, flr'/TM3 Bd®, se propagaron, de las que se
obtuvieron hembras virgenes y la linea mwh mwh de la que se obtuvieron
machos. Se realizo la cruza en un medio de levaduras fresco activado. La
cruza Bioactivacion Elevada, fue con: hembras OR(R)-_,:‘M"";’TM3,Bd‘S X
machos mwh mwh. Ocho horas después se colectaron los huevos y se
incubaron a 25°C y 65% de humedad durante 72 horas.

Las larvas se colocaron en medio instantaneo (Carolina Biological
Supply Co., Burlington NC) en donde se expusieron a un tratamiento oral
cronico con las concentraciones de verbascosido que se observan en la tabla
6.

E‘, Cruza | Concentracion | Concentracion
:I
i
i
i

Concentracién | Testigo | Testigo

1. Il. II. -y (+)

27 mM. Etanol i} Uretano
2 %. 120 mM.

[
I
B. E. 135 mM. 81 mM. i

Tabla. 6. Muestra las concentraciones de verbascosido, asi como el
testigo negativo que se utilizaron en la cruza de Bioactivacion Elevada para
el bioensayo SMART.

Estas concentraciones corresponden al 75%, 85% y 95% de sobre-
vivencia respectivamente, partiendo de la LD 50 que fue de 270 mM en la
linea OR(R) fIr/TM3 Bd® y 580 mM para la linea fir'/TM3.Bd"° con
verbascosido (Heres ef al., 2000).

Se hicieron tres experimentos independientes con un minimo de tres
unidades experimentales por tratamiento. Cada tratamiento se realizo en
condiciones controladas de temperatura (25°C) y humedad (60%-65%),
hasta la emergencia de los adultos.

Los adultos se recuperaron al cabo de 10 dias de la colecta de huevos,
fijandose en CH3CH,OH al 70 %, posteriormente se disectaron las alas (con
ayuda de un microscopio estereoscopico),desde la base y se montaron en
porta objetos con solucién de Faure y se les coloco un cubre objetos (30 g
de goma arabiga, 20 ml de glicerol, 50 g de hidrato de cloral y 50 g, agua
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50 ml). Después se dejaron secar, colocandolas en una parrilla a 25°C con
unas pesas de 500 g para evitar que se movieran

Una vez secas las preparaciones, se fijaron con barniz transparente.
Los porta objetos se titularon con los datos necesarios para su
identificacion, y se observaron al microscopio Optico a una resolucion de
40X para determinar la frecuencia, tamafio y tipo de mancha (Graf er al.,
1984). Las preparaciones se etiquetaron con un codigo que permitio hacer la
revision sin conocer el tratamiento del que provenian. Para evaluar la
genotoxicidad del verbascosido se analizaron los resultados obtenidos con
el programa estadistico SMART (Frei y Wurgler, 1988) y con la prueba de
U para dos colas del programa Statistica version 6 para PC (Frei y
Wiurgler,1998).
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10.2 Evaluacion con SMART

" CruaBE

" Colecta de huevos 8 b.

Colecta de larvas de 72 h.

Tratamiento oral cronico con tres repeticiones.

a

- Uretano 20 mM.

Testigo +

(58]
=1
!‘%‘

L-US mM. 81 mM.

Testigo —
Etanol 2%.

Incubacion hasta la emergencia de los adultos.

. Prcparaciones pcrmanentcs y obscrvacion al microscopio optico a 40X.

" Analisis estadistico con el programa SMART.
i




11. Resultados y Analisis.
11.1. Aislamiento del verbascésido.

El verbascosido se obtuvo en la fraccion V, cuyo eluyente fue
CH,Cl,-MeOH 8:2. Se obtuvieron 73.2934 ¢ a partir de 2.200 kg de
Buddleja scordioides. El rendimiento fue de 3 331 % del compuesto. El cual
fue mayor que el reportado por Avila (1999). siendo el rendimiento de
1.890 % a partir de 1.227 kg de Buddleja scordioides

Esto pudo deberse a que el tiempo de colecta fue distinto; la de mayor
rendimiento fue colectada en abril del 2001, uno de los meses con mayor
irradiacion solar y con un rango mas amplio de ésta durante el dia, mientras
que Avila colecto en noviembre de 1997 que es un mes que no presenta una
cantidad de radiacion considerable.

La identificacion del verbascosido se llevo a cabo por cromatografia
en capa fina y se comparo con la muestra original donada por la Instituto de
Quimica de la UNAM. Presentando una sola mancha ambas muestras
examinadas, y un rf de 3.2142 para la muestra original, mientras la del
compuesto aislado fue de 3.1034. Existiendo entre ambos una diferencia no
significativa. Estos datos son el resultado del promedio de 28
cromatografias llevadas al cabo para la evaluacion de las muestras.

El verbascosido es un solido amorfo de color cafe Presenta una
solubilidad en metanol (MeOH), metanol-agua en una proporcion 1:1
(MeOH-H;0), dimetilsulfoxido (DMSO), etanol (CH:CH;OH) v es
parcialmente soluble en agua (H20) Su coloracion en solucion es de color
café intenso, con un olor dulce y por estudios espectroscopicos de UV
presenta un UV A max: 208 nm, 217 nm, 291 nm. v 332 nm (Avila, 1999).

Planta . g obtenidos Rendimiento | UV Soluble Color
utilizada v de en % A |
gramos verbascosido max
Buddleja 732934 3.331 208 1 metanol Café
scordioides 217 | mectanol-agua intenso
2200 g. 291 etanol
332 dimetilsulfoxido
| parcialmente en
ﬁ agua
!

Tabla.7. Muestra el rendimiento y algunos aspectos fisicoquimicos
del verbascosido.
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Como resultado final del aislamiento se obtuvo un compuesto
aromatico, que se caracteriza por tener una parte cafeoil y una
hidroxifeniletil unidas a una P-glucosa por una union éster en el carbono
cuatro y una glucosidica en el carbono uno (Avila, 1999). El verbascdsido
tiene un peso molecular de 610 mol, con una pureza del 99 % y se
obteniendo un total de 73.2934g suficientes para realizar los experimentos
genotoxicos necesarios.
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En la tabla 8 se muestra el resumen de los resultados obtenidos con el
paquete SMART (Frei y Wargler, sin publicar), y la prueba de Mann-
Whitney (Frei y Wirgler, 1995). El nimero de manchas pequeifias, grandes,
gemelas y totales encontradas en cada uno de los individuos.

WMetarnol 2%

Overbascosido 27T mM

Overbascosdo 81 mM

@mverbascodsdo 135 mM
| murelano 20 mM

FRECTENCIA DE MANCHAS IN)

TIPO D MANCHA

Grafica 2. Muestra la frecuencia de manchas por individuo después de
alimentar a las larvas de 72 h con etanol 2% y verbascosido 27 mM, 81 mM
y 135 mM.

Los resultados de SMART mostraron que la frecuencia de manchas
tanto en los experimentales, como en el testigo negativo fue mayor para las
manchas pequefias, siguiendo las grandes y después las gemelas, como se
observa en las tablas 8 y 9. Lo cual corresponde con lo esperado cuando no
existe dafio genotoxico en el organismo (Graf, 1995).

® etanol 2%

® verbascosido 27 mM.

¥ verbascésido 81 mM.
verbascésido 135 mM.

FRECUENCIA DE CLONES
rrvwhy fievd.

Grafica 3. Frecuencia, tamafo y distribucion de las manchas por
individuo en los experimentales y el testigo. La frecuencia mayor esta en
las manchas de 1 sola célula. La distribucion es maxima en 27 mM y 135
mM (1 a <33 células).
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"Concentracion 1 | 2 3-4 58 | 916 | 17-32 | >32
3 _ célula | células células células | células icélulas | células
' Eranol 2% ' 0.633 [ 0.433  0.133 [ 0.006 | 0003 [ 0.003 [ 0
Verbascosido | 0.366 | 0.366 0.1 | 01 | 003 | 0
R S . . S | ——
Verbascosido  0.533 | 0.333 0.1 | 0006 ‘ 0003 | 0
Verbascosido | 0.566 | 0.533  0.006 | 0 | 0006 [ 0
27 mM | | | .

Tabla. 9. Frecuencia, tamafio y distribucion de las manchas por
numero de células/individuo.

11.3. Determinaciéon de la coloracion café oscuro en la parte
anteroventral del abdomen de Dreosophila melanogaster.

Del tratamiento oral cronico con verbascosido (27, 81 y 135 mM), al
que fueron expuestas las larvas, se observo una coloracién oscura en la
parte anteroventral del abdomen de los adultos, la cual se presume que es
directamente proporcional a la concentracion del verbascosido al que fueron
expuestas (figs. 10, 11, 12, 13) mientras que los testigos con etanol 2% no
presentaron coloracion alguna.
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Todos los organismos del grupo testigo y los experimentales, se
colectaron vivos después de haber emergido, lo cual nos indica que la
coloracion de la parte anteroventral del abdomen de los organismos no
estaba dada por alteraciones internas, incompatibles con la vida.

Con el fin de demostrar que dicha coloracion es directamente
proporcional a la concentracion del verbascosido se midio la absorbancia a
600 nm por HPLC (HP serie 1100) de 20 pl de una solucién 1.63 mM de
verbascosido (Fig. 14, 15), una soluciéon 5.05 mM de acido cafeico (Figs. 16
y 17) ambos diluidos en MeOH grado HPLC. Se maceraron en MeOH 26
organismos (D. melanogaster) de cada uno de los tratamientos (0, 27, 81,
135 mM), se centrifugd (Eppendorf 5415C) a 14 000 rpm durante 10 min, se
secaron al vacio durante tres dias y cada uno de ellos se resuspendié en 200
pnl de MeOH (Fig. 18, 20, 22, 24).

El cromatograma de la concentracién de 1.63 mM de verbascésido
(Fig. 14) mostré un punto maximo de absorcion de 332 nm, este solamente
se presentd en los tratamientos de 81 y 135 mM (Figs. 22 y 24), las cuales
tienen una concentracién de 1.12556X107% pg y 1.84783X107 pg por
mosca, respectivamente al calcular la concentracion de acuerdo al area del
punto de absorcion. Mientras que en el espectro UV la concentracion de
1.63 mM (Fig. 15) se aprecia la similitud entre estos tratamientos (Figs. 23
by 25b).

La solucién 5.05 mM de éacido cafeico (Fig. 16) presenté un punto
méximo de absorcion de 290 nm y un espectro UV (Fig. 17) que resultd ser
diferente a los espectros de los tratamientos 0, 27, 81 y 135 mM., Estos
mostraron un tiempo de retencion de 4.395, 4.409, 4.395 y 4.395 min y un
punto maximo de absorcion de 270 nm en el espectro UV (Figs. 19, 21 a, 23
a, 25 a), demostrando que esto puntos de absorcidon no corresponden al
acido cafeico. Por lo anterior se deduce que pueden ser resultado del
maceramiento de los organismos, lo cual involucra a otros compuestos.

En la fig. 26 se muestran los cromatogramas superpuestos de los
tratamientos. En ésta hay dos puntos maximos de absorcion el de la derecha
corresponde a las concentraciones de los puntos maximos del verbascdsido
que contenian los individuos tratados. Los puntos de la izquierda, como
antes se ha mencionado no corresponden al &acido cafeico, que es un
subproducto de la hidrélisis acida del verbascésido.

Todo lo anterior nos indica una clara presencia de verbascésido en los
individuos alimentados con 81 y 135 mM. En el tratamiento de 27 mM soélo
se registraron trazas del fenilpropanoide que son despreciables desde el
punto de vista quimico.
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El verbascosido en solucién presentaba una coloraciéon café oscura.
Al afiadirlo al medio instantaneo para Drosophila, éste adquiri6 esa
coloracion. Las imagenes (Figs. 10, 11, 12, 13) muestran el color descrito
en los individuos. Todos los que emergieron de cada tratamiento lo
presentaron y los espectros de absorciéon confirmaron la hipdtesis, que a
mayor concentracion del verbascdsido que comieron las larvas, se obtuvo
mayor coloracion en los adultos que emergieron y mayor concentracién de
la molécula completa en la region anteroventral (Grafica 4).
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11.4. Espectros de absorcion.
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Fig. 15 Espectro UV estandar del verbascosido.
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12. Conclusiones.

De Buddleja scordioides se aislé el verbascosido con un rendimiento
de 3.331%. Se concluye que este rendimiento pudo deberse a que el tiempo
de colecta fue en los meses de mayor irradiacién solar y mayor rango
durante el dia.

Se comprobd mediante espectroscopia (UV) y cromatografias en capa
fina el aislamiento de un metabolito secundario del tipo fenilpropanoide
(verbascosido) con una pureza del 99%.

Se demostro que el verbascosido a 27, 81 y 135 mM no es genotoxico
para el bioensayo a corto plazo SMART en ala de Drosophila melanogaster,
cruza bioactivacion elevada.

Se demostr6 una correlacion positiva entre las concentraciones de
verbascosido administradas y la intensidad de una coloracion oscura en la
parte anteroventral del abdomen de Drosophila melanogaster por lo tanto se
puede utilizar como protector solar.

Los cromatogramas obtenidos por HPLC demostraron en
homogenizados de Drosophila melanogaster, la presencia de verbascasido
el cual fue el responsable de la coloracion en la parte anteroventral de
Drosophila melanogaster.
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12 Anexo.
Anexo 1. Propagacion de la linea mwh de Drosophila melanogaster.
Para la propagacion de la linea es necesario:

1). Examinar cuidadosamente con un microscopio estereoscopico cada
mosca de la linea de interés (mwh) cada vez que se propague la linea, para
detectar cualquier contaminacion por moscas de otras lineas y prevenir la
perdida de los marcadores, que para el caso de la linea mwh es el numero de
tricomas por celula que va de 3 a 5.

2). Para sembrar nuevos cultivos se colocaron aproximadamente de 20
a 30 parejas de moscas por frasco de la linea mwh, con medio (5 grs de puré
de papa deshidratado con 20 ml de soluciéon A) para evitar el crecimiento de
hongos y bacterias, por un tiempo 48 horas, retirando de los frascos a los
progenitores para evitar que se fecunden con la descendencia.

3). Cada frasco se etiqueté indicando la linea y la fecha de la
siembra,

4). Las moscas se transfirieron a medio fresco cada 3 dias y los
cultivos se mantuvieron a temperatura ambiente y se mantuvieron un
minimo de 6 frascos de la linea mwh.



Anexo 2. Reconocimiento fenotipico del sexo.

En la mayoria de los estudios de investigacion se involucra la
manipulacion de los organismos resultando indispensable reconocer el sexo
de cada uno de ellos. Recurriendo al empleo de caracteristicas sexuales
distintivas de cada uno de ellos; en ocasiones este trabajo se facilita por la
presencia de dimorfismo sexual.

En Drosophila melanogaster el tamaiio de la hembra es mayor al del
macho. Los organismos adultos miden de 2-3 mm de longitud.

El abdomen de los machos tiene en su extremo terminal tres
segmentos fusionados los cuales estan melanizados; por su parte el
abdomen de las hembras no tiene fusionados estos segmentos y la
coloracion de estos es uniforme; en la hembra la terminacion del abdomen
es ligeramente puntiaguda en contraste con la del macho, que es mas
redondeada.

La placa genital de la hembra se caracteriza por tener un ovopositor,
mientras que la del macho esta formada por multiples piezas, generalmente
de coloracion oscura.

Estas caracteristicas son, por lo general, suficientes para el sexado y
faciles de observar con un microscopio estereoscopico. Sin embargo, en las
moscas que recién han emergido, la coloracion tipica aun no se presenta;
ademas, algunos marcadores asociados con el color del cuerpo pueden
modificar estos patrones de pigmentacion, por lo que los machos apenas
pueden exhibir pigmento y las hembras apenas mostrar un exceso de este,
haciendo confusa la distincion de sexos por este método (Ramos er al,
1993).

Las moscas separadas por sexo fueron colocadas en tubos de ensayo
de 110 mm x 15 mm con 0.5 grs de medio y 2 ml de solucion A.
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Anexo.3 ldentificacion de hembras con mayor indice de fecundidad.

La seleccion de las parejas con mayor indice de fecundidad se logro
asi

. Después de emerger de las pupas se realizo un sexado de los
organismos provenientes de los cultivos mwh.

2. Colocandolas en parejas (una por tubo, siendo utilizados alrededor
de 20 tubos), con medio fresco y dejandolas por un periodo de 2 dias.

3. Posteriormente se retiraron a los adultos de la linea mwh,
colocandolos en frascos con medio fresco y debidamente etiquetados,
anotando el numero de tubo del cual fueron separados para evitar
confusiones a la hora de contar la descendencia

4. Se esperaron 12 dias contando desde que se colocaron las parejas
de la linea mwh, hasta que emergieron todos los organismos, después del
cual se realizo el conteo de los organismos vivos de todos los tubos.

5. Tomando en cuenta que el numero mas alto de sobre vivencia nos
indicaba el mayor indice de fecundidad, separando los frascos por dicha
caracteristica, asegurando con esto tener un numero mayor de organismos
para aislar a las hembras virgenes y posteriormente realizar la cruza para
llevar acabo la experimentacion necesaria.
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Anexo.4 Adquisicion de habilidades para la colecta de huevos.

Se ha practicado la preparacion del medio que contiene levadura
activada:

1. En un recipiente se agregaron 50 ml de agua destilada, 125 g de
Saccharomyces cerviceae (levadura para hornear pasteles) y de 3 a 5 g de
sacarosa, los cuales se mezclaron hasta dar una mezcla homogénea.

2. La mezcla se coloco en bafio maria a 40° C durante 5 minutos, para
activar a las levaduras, repitiendo este paso por lo menos tres veces y
asegurando asi que el medio tenga una consistencia suave y permita con
esto que las larvas se puedan desplazar y alimentar con facilidad.

3. El medio de levadura se deposito en frascos de 250 ml, a los cuales
se les coloco una malla fina para evitar que se contamine con otras lineas o
Drosophilas silvestres.

4. Se colocaron a varias hembras y machos de la linea mwh o la linea
OR(R) por un periodo de 8 horas para permitir ovopositar a las hembras,
después de lo cual los adultos fueron retirados.

5. Los frascos con levadura que contienen los huevos fueron
colocados en la incubadora a 25° C por 72 horas

6. Posterior a esto se realizd la obtencion de larvas realizando un

tamizado con malla fina (500p aprox.) y agua corriente a temperatura
ambiente para disolver el medio y capturar a las larvas.
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13 Solventes utilizados para la extraccion del verbascésido.
Producto: Hexano.
Formula: C¢H4
Material: Flamable y Carcinogeno.
Lote no. 990611 t36.
No. CAS. 52761.

Comercial Quimica Sandan, S.A. de C.V. Productos Quimicos para la
Industria.

Certificado de analisis.

i| _Caracteristica |  Especificacion |  Resuitado | Meétodo
i Apariencia | Liquido transparente | | Visual
i\ gravedad 0.662-0.667 ' 0.663 ASTM D-
i especifica I 1298 ;
Bl QIS ©) 1. M. J—— T
i Rangode | 55-63 ' 55-62 ASTM D-

i destilacion (' C) | 1078

:  a585 mm/hg |

il Color ptico | Smax 5 ASTM D-

_ | _ : 1209

.| Identidad | Similar a std Similar a std GAC/08-

.| cromatografica | _ 001

{ Olor | Caracteristico |  Caracteristico |

Los datos antes mencionados son copia fiel de los proporcionados por
nuestro proveedor.
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Producto: Alcohol Etilico.
Formula: CH3CH,0OH.
Material: Flamable.

Lote no. 0204-2001,

No. CAS. 24102.

Comercial Quimica Sandan, S.A. de C.V. Productos Quimicos para la
Industria.

Certificado de analisis.

fl Densidad a 15°C l R [ - 0813

i Grado alcohodlico real a 96.3

15°C o N T S

Color [ — | Caracteristico

. O L | Caracteristico

:’. ~Apariencia | [ Caracteristico

] __Solubilidad [ ___Agua ! Cumple

5 ] Cloroformo f Cumple

SR e . DS T T

B Idem:dad . Olor a Yodoformo [ Cumple

T Acidez [ 0.88ml de nach 0.02n | Cumplec
Residuo no volatil | 0.02 mg | Cumple

| Sustanmas insolubles en el Cumple
. . . | | T ——

! Aldchldos e impurezas Pcrmancccn color rosa Cumple

. organicas (...l

[ Alcohol amilico [ Sin coloracion alguna | Cumple

i Accites de cereales | Sin olor extrafio ! Cumple

, Acetona v alcohol No se forma prempltado Cumple

'. _isopropilico R T— ————— ;

| Metanol No aparece coloracion Cumple

t o ) B violeta

Los datos antes mencionados son copia fiel de los proporcionados por
nuestro proveedor.
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Producto: Metanol.

Formula: CH;0OH.

Material: Flamable y Venenoso.

Lote no. VME0802-02.

No. CAS. 34899.

Comercial Quimica Sandan, S A.

Industria

Certificado de analisis.

de C.V. Productos Quimicos para la

" Anilisis

| Especificacién resultado | Método
Rango de | '
| destilacion a 585 |
L. mmhg . S P SR
" Temperatura || 57°C 57°C ASTM-D-1078
| inicial de
cbullicion
. Temperatura final 65°C 60°C ASTM-D-1078
' de ebullicion [
Peso especificoa | 0.789 a 0.794 } 0.790 ASTM-D-268
L 20200C l - — _,
~ Humedad |  0.1% maximo | 007% | Cromatografia
“indice de 1 1.3240 a 1.3340 i 1.3285 Refractometro
rCfraCCién ...E . - rrae. i e S " - - " ;
| Apariencia |  lc.li [ leli [ ASTM-D-4670
.. Colorpt/co [~ T0maximo [ 3.0 |.__ASTM-D-1209
| Solubilidaden [ soluble ] ~ completa l ASTM-D-4670
L. agua  —— ' .
Purcza por ’ 99.5 minimo | 99.50% | Cromatografia
cromatologia de | ]
| gases il ,

Los datos antes mencionados son copia fiel de los proporcionados por

nuestro proveedor.
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Producto: Diclorometano.
Formula: CH,Cl;

Material: Flamable y Carcinégeno.
No. del producto: D6,510-0.

No. CAS. 66742,

Marca: SIGMA.

Color i < 10
... Residuo
___ Evaporizacion | <0.002 %
| Halogenos libres = i
' Agua [ S0.02%
[ Apariencia ' Limpia

Producto: Celita.

Material: Para cromatografia.
No del producto: C 8656.
No. CAS. 22151.

Marca: SIGMA.
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