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RESUMEN

La naringenina, el resveratrol, y el metoxi (3,3’,5,5’-tetrahidroxi-4-metoxiestilbeno) son
sustancias que se encuentran en el extracto de Yucca periculosa y tienen propiedades
principalmente anticancerigenas, anti-inflamatorias y antioxidantes. La disminucién en
el indice mitético y la presencia de microniicleos en las células son indicativos de
toxicidad. En este trabajo se evalio la toxicidad de la naringenina, el resveratrol, el
metoxi y el extracto de Yucca periculosa en células radiculares de Vicia faba a
diferentes tiempos y concentraciones. La naringenina no tuvo ningin efecto téxico. El
resveratrol sélo provocd dafio citotoxico significativo en la zona M en sus
concentraciones de 0.2 y 04 % a 8 hrs. de exposicion. El metoxi tuvo efectos
citotoxicos y clastogénicos significativos en casi todas las concentraciones y tiempos de
exposicion. El extracto de Yucca periculosa tuvo un efecto clastogénico significativo
en la zona F1 en concentracién de 0.1 % a 2 hrs. de exposicién y a concentraciones de
0.1, 0.2 y 0.4 % a 8 hrs. de exposicién tanto en la zona M como en la zona F1. De a
cuerdo con los resultados, la naringenina y el resveratrol pueden ser utilizados sin

ningun riesgo para la salud ya que no provocaron dafios téxicos significativos.



INTRODUCCION

Actualmente los bioensayos con plantas son una buena alternativa para evaluar los
efectos toxicos provocados por muchas sustancias (Steinkellner et al., 1998; Majer et
al., 2005). Una de las especies vegetales utilizada como organismo modelo para evaluar
estos efectos es Vicia faba (fig. 1), debido a su facil manejo, al corto periodo de
germinacion de sus semillas, al tamafno de sus células, a la cantidad y tamaio de sus
cromosomas, a su divisidon mitdtica asincrénica y a la gran cantidad de células
indiferenciadas en los meristemos apicales (Yi y Si, 2007).

Cuando una sustancia afecta el indice mitético, se dice que es citotdxica. Cuando afecta
al material genético se le denomina genotdxica. Existen diferentes tipos de
genotoxicidad. La presencia y formacién de micronicleos es una de las formas mas
comunes en las que se puede evaluar el efecto genotéxico. Los micronticleos se forman
por el rompimiento de las hebras de DNA o la fragmentacién de las fibras del huso
mitético lo que provoca que todos los cromosomas, sus fragmentos o un cromosoma
formen nicleos més pequefios después de un ciclo de divisidn celular. A este proceso

se le da el nombre de clastogénesis (Duan et al., 1999).

Se ha comprobado que sustancias como la naringenina (5,7,4’-trihidroxiflavanona), el
resveratrol  (3,5,4°- trihidroxiestilbeno), el metoxi (3,3’,5,5 -tetrahidroxi-4-
metoxiestilbeno) y el extracto de Yucca periculosa tienen propiedades anticancerigenas,
anti-inflamatorias y antioxidantes. El hecho de tener importantes propiedades
terapetticas no significa que no puedan llegar a tener algin efecto citotéxico o
genotdxico importante, por lo que es necesario evaluar el riesgo-beneficio de estas
sustancias para su uso como fotoquimioprotectores.

La naringenina corresponde a un grupo de compuestos polifendlicos denominados
flavonoides. Se encuentra en forma natural en frutas como la toronja y la naranja (Saija
et al,. 1998; Gao et al., 2006). Trabajos como el de Pietta (2000), Skibola y Smith
(2000) y Ross y Kasum(2002), mencionan las propiedades antialergénicas, anti-
inflamatorias, vasodilatadoras, antioxidantes y anticancerigenas de los flavonoides.
Estos son los encargados de dar color azul a muchas de las flores. Protegen a las plantas
contra el ataque de insectos, virus y microbios, ademds de protegerlas de los rayos UV

(Harborne y Williams, 2000).



El resveratrol es una fitoalexina presente en una gran cantidad de frutas y vegetales
entre las que se encuentran las moras, nueces, cacahuates, uvas, soya y vino tinto
(Dong, 2003; Piver et al., 2004). El resveratrol tiene propiedades anticancerigenas,
antitumorales, anti-inflamatorias y antioxidantes (Burns et al., 2002). En Yucca
periculosa el resveratrol juega un papel importante ya que induce mecanismos de
defensa contra el ataque de insectos, inhibe la latencia en las semillas y favorece el
crecimiento de la planta (Torres et al., 2003).

El metoxi es un compuesto fendlico del grupo de los estilbenos. Se le atribuyen
propiedades antioxidantes y anti-inflamatorias, ademds de que se ha utilizado en

tratamientos contra la artritis (Olas et al., 2006; Cheeke et al., 2006).

La Yucca periculosa pertenece a la familia de las agavaceas. Es conocida con el nombre
comun de “palmito” o “izote”. Es una especie endémica que crece en las regiones
semidridas del valle de Tehuacan-Cuicatlan, en los estados de Puebla y Oaxaca en

México (Torres et al., 2003).

Fig. 1. Células radiculares de Vicia faba. Células meristematicas indiferenciadas, con

divisién asincrénica, de tamafio relativamente grande (Yi y Si, 2007).



ANTECEDENTES

En los dltimos afos ha aumentado el consumo de flavonoides debido a sus propiedades
terapéuticas y medicinales. Sin embargo, son pocos los trabajos interesados en estudiar
los mecanismos de accion y las dosis de consumo adecuadas. Se ha comprobado que en
dosis adecuadas estos compuestos pueden traer grandes beneficios a la salud y que en
dosis elevadas pueden ser toxicos (Skibola y Smith, 2000).

En el trabajo de Ross y Kasum, (2002) se cita a varios autores como Kuhnau quien
estimé que el consumo de flavonoides en la dieta humana debe ser de 1 a 1.1 gr/dia.
Este mismo autor propone que el consumo de flavonoles y flavones debe ser de 115
mg/dia. Hertog y colaboradores mencionan que en Holanda el consumo de flavonoles y
flavones es de 23 mg/dia. Mds recientemente Leth y Justasen proponen que el consumo
de flavonoles, flavones y flavanones debe ser de 28 mg/dia (Ross y Kasum, 2002).

En el trabajo realizado por Gao et al. (2006), se determiné que la naringenina previene
cambios mutagénicos en las células cancerosas de la prdstata ya que incrementa
significativamente la produccién de enzimas encargadas de la reparacién del DNA. En
un estudio realizado por Seon—-Min et al. (2007), se menciona que la naringenina es
metabolizada por las bacterias gastrointestinales en dos dcidos fendlicos: el 4cido p-
hidroxifenolpropionico (PHPP) y el 4cido p-hidroxibenzoico (PHB). En éste trabajo se
evaldo el efecto de la naringenina y sus metabolitos sobre los niveles de colesterol y
triglicéridos. Se utilizaron ratas a las cuales se les administr6 una dieta rica en
colesterol y suplementada con naringenina mientras que a otras solo se les administrd
una dieta rica en colesterol. Los niveles de colesterol y triglicéridos totales en plasma
disminuyen considerablemente en las ratas tratadas con naringenina y sus metabolitos.
La cantidad de colesterol en higado también disminuye considerablemente con la
administracién de naringenina mientras que el PHB solo afecta la disminucion de los
triglicéridos.

En el trabajo de Soto (2007), se determind la actividad antioxidante de los flavonoides
presentes en Lippia graveolens. Uno de los flavonoides encontrados fue la naringenina.
De los extractos obtenidos, se observd que el extracto de acetato de etilo tiene una
mayor actividad antioxidante ya que tiene un mayor nimero de estructuras con grupos
-OH libres en posiciones estratégicas.

La estimulacién e inhibicién de los flavonoides tienen un profundo efecto en la funcidén

celular alterando los estados de fosforilacién de “moléculas blanco” y modulando la



expresion genética. Un claro conocimiento de los mecanismos de acciéon de los
flavonoides como antioxidantes o como moduladores de las sefales celulares y su
influencia en el metabolismo, son la base para evaluar la utilizacién de estas
biomoléculas como agentes anticancerigenos, cardioprotectores e inhibidores de la

neurodegeneracion (Williams et al., 2004).

El trabajo de Dong, (2003) menciona la importancia del resveratrol como un inhibidor
de la ciclooxigenasa 1 y 2. También menciona que el resveratrol tiene una importante
funcién en la induccién de apoptosis. Este compuesto se puede encontrar en uvas
frescas en concentraciones de aproximadamente 50-100 ug/ g. En el jugo comercial se
encuentra como trans-resveratrol, que es una forma isomérica del resveratrol en una
concentracion de 4mg/l. En el vino tinto la concentracién de resveratrol es de 1.5-3
mg/l.

Existen otros trabajos como el de Afaq er al. (2003), en el que se analiza la accidén
quimiopreventiva del resveratrol. En éste trabajo se administré resveratrol en forma
topica a hembras de rata carentes de pelo para después ser expuestas a rayos UV. Se
observé que en las ratas tratadas con resveratrol se inhibe el incremento en el grosor de
la dermis y la epidermis en un 55%. El resveratrol reduce el nimero de leucocitos
infiltrados en estas dos capas de piel después de 24 hr. de exposicién a rayos UV. Se
observé también que el resveratrol inhibe la actividad de una enzima que participa en el
proceso inflamatorio y en el desarrollo del cancer. El resveratrol reduce los niveles de
peroxido de hidrégeno e inhibe la peroxidacién de lipidos, indicativos de estrés
oxidativo.

Piver et al. (2004), realizaron un estudio acerca del metabolismo del trans-resveratrol y
a pesar de que la informacidn sobre este asunto es incompleta y contradictoria y que la
estructura de sus metabolitos atin esta en debate, sus resultados confirman que el
piceatanol y el tetrahidrixi-estilbeno son los metabolitos del trans-resveratrol.

Ahmad et al. (2005), determinaron la mutagenicidad del resveratrol en presencia y
ausencia de iones de cobre en plasmidos de DNA. Los resultados mostraron que en
concenraciones elevadas (200 puM), el resveratrol en presencia de iones de cobre
disminuye la eficiencia de transformaciéon del plasmido. El resveratrol provocd
mutaciones, principalmente por delecién en las bases de guanina lo cual podria explicar

la actividad anticancerigena del resveratrol en varias lineas celulares.



En una revision realizada por Athar et al. (2007), se mencionan varios trabajos en los
cuales se administré resveratrol. El resveratrol se ha utilizado para tratar el cancer de
mama, el cdncer de pulmén, prostitico, pancredtico, colorectal, esofagial, etc. La
administracién, désis y tratamientos son muy variados y en la mayoria de los casos el
resultado ha sido una reduccién en el crecimiento de tumores, ademds de prevenir la
formacién y desarrollo de los mismos.

Torres et al. (2003), aislaron de la corteza de Yucca periculosa el 4.4°-
dihidroxiestilbeno, resveratrol y 3,3°,5,5 -tetrahidroxi-4-metoxiestilbeno (metoxi).
Utilizaron estos compuestos y los correlacionaron con la inhibicién del crecimiento y
desarrollo de Spodoptera frugiperda, insecto considerado como plaga. En el trabajo
realizado por Cheeke et al. (2006), se considera a Yucca schidigera como una planta
medicinal con propiedades anti-inflamatorias y cuyo extracto se ha utilizado en
tratamientos contra la artritis. La actividad anti-inflamatoria de esta planta podria estar
determinada por la presencia de metoxi ya que se ha demostrado que este compuesto
inhibe considerablemente la agregacion de plaquetas. El selenio y el platino son
comunmente utilizados en tratamientos contra el céncer pero son téxicos y provocan
cambios en la funcién biolégica de las células sanguineas. Olas et al (2006),
comprobaron que la accién combinada del metoxi con selenio y platino disminuyen
significativamente los dafios en el DNA de linfocitos. El metoxi inhibe también la
carbonilaciéon y reduce la oxidacién de los grupos triol de proteinas en las plaquetas

tratadas con platino.



OBJETIVO

Evaluar el efecto citotéxico y genotéxico provocado por naringenina, resveratrol,

metoxi y extracto de Yucca periculosa en raices de Vicia faba.



METERIAL Y METODO

Se usaron semillas secas de Vicia faba, las cuales fueron lavadas y posteriormente
colocadas en agua desionizada por 24 hr. para reblandecer la testa. Transcurrido este
tiempo, las semillas se colocaron entre dos capas de algodén humedecido con agua
corriente a una temperatura de 25 °C para su germinacién (aproximadamente 5-7 dias).
Las raices de las semillas germinadas fueron tratadas con naringenina, resveratrol,

metoxi y extracto de Yucca periculosa a diferentes tiempos y concentraciones (Fig.2).

Fig. 2. Disefio experimental. Raices de Vicia faba expuestas a los diferentes

tratamientos.

Cada sustancia utilizada correspondié a un tratamiento y todos los tratamientos se
hicieron por duplicado. Los tiempos de exposicion a cada una de estas sustancias fueron
de 2, 4 y 8 hrs. Las concentraciones utilizadas fueron de 0.1, 0.2 y 0.4 %. Para calcular
el porcentaje del indice mitético (%IM) y el porcentaje de microntcleos (2MNC), se
prepararon tres laminillas por cada uno de los tiempos de exposicién y concentraciones
utilizadas en cada uno de los tratamientos. Se utiliz6 glicerina al 0.2% y agua como
controles negativos (Tabla 1).

La naringenina, el resveratrol y el metoxi se aislaron del extracto de Yucca periculosa
por cromatografia de columna abierta sobre gel de silice y cromatografia de capa fina
con cromatofolios de aluminio cubiertos con gel de silice. Las separaciones
cromatograficas automatizadas se realizaron en un cromatégrafo de liquidos de alta
resolucion. El extracto se obtuvo por maceracion de la corteza de Yucca periculosa con

metanol. Posteriormente los s6lidos se concentraron a presion reducida y se lavaron con



hexanos para obtener el extracto metandlico libre de grasas. El extracto metandlico se
sometié a pruebas de absorcién en la region UV-B con un espectofotometro Perkin

Elmer UV/Vis Lambda 25.

Después de que las raices fueron expuestas a los diferentes tratamientos, se les coloc6
en agua corriente por 72 hrs. para su recuperacion. Transcurrido este tiempo, las puntas
de las raices se fijaron en solucién Carnoy (4cido acético glacial y etanol en proporcién
1:3) a 4°C por una noche. Se hidrolizaron en acido clohidrico (HCI) 1N a 60°C durante
5 a 7 min. (Askin y Sultan Aslantiirk, 2007). Después se lavaron las raices con agua

destilada y se colocaron en una solucién de etanol al 70%.

Para determinar el %IM se corté un milimetro de la raiz por arriba de la cofia (zona
meristemdtica o zona M) y se macero sobre un porta objetos (Ma et al., 1995). Se
agregd aceto-orceina al 1% para tefiir la muestra y se observo al microscopio a un
aumento de 40X. Se contaron mil células por laminilla y se obtuvo el nimero de células
en interfase, profase, metafase, anafase y telofase. El %IM se calculé sumando el
nimero de células en profase, metafase, anafase y telofase, el resultado se dividi6 entre
mil y se multiplicé por cien.

Para obtener el %MNC se corté un milimetro de la raiz por encima de la zona
meristemdtica. A estd regién de la raiz se le conoce como zona F1 y es usada como
referencia eficiente para registrar la presencia y formacién de micronicleos (fig. 3), con
un indice mitético de aproximadamente 4% (Ma et al., 1995). Se macerd sobre un porta
objetos y se agregd aceto-orceina al 1%. La laminilla se observd al microscopio a un
aumento de 40X. Se contd el nimero de micronuicleos observados en mil células, se
dividi6 entre mil y se multiplicé por 100.

Para evaluar el efecto citotdéxico y genotéxico de los diferentes tratamientos, a los
diferentes tiempos y concentraciones, se realizé una prueba ANOVA factorial. Para
determinar que pares de medias fueron estadisticamente diferentes se realizé la prueba

de Dunnett (Duan et al., 1999; Duran et al, 2005).



Tabla 1. Nimero de semillas, raices, laminillas y células utilizados para determinar el

%IM y el %MNC en el tratamiento con naringenina.

TRATAMIENTOS NUMERO | NUMERO | NUMERO DE NUMERO DE NUMERO DE

DE DE LAMINILLAS CEL. X LAM CEL. X LAM

SEMILLAS | RAICES PARA %IM PARA %MCN
AGUA (CONTROL -) 3 3 3 1000 1000
GLICERINA 0. 2% 3 3 3 1000 1000
1000
NARINGENINA 0.1% 2 HS 3 3 3 1000 1000
NARINGENINA 0.2% 2 HS 3 3 3 1000 1000
NARINGENINA 0.4% 2 HS 3 3 3 1000 1000
NARINGENINA 0.1 % 4HS 3 3 3 1000 1000
NARINGENINA 0.2% 4 HS 3 3 3 1000 1000
NARINGENINA 0.4% 4 HS 3 3 3 1000 1000
NARINGENINA 0.1% 8 HS 3 3 3 1000 1000
NARINGENINA 0.2% 8 HS 3 3 3 1000 1000
NARINGENINA 0.4% 8 HS 3 3 3 1000 1000
TOTAL 27 27 27 27000 27000

*Se utilizaron las mismas concentraciones y tiempos de exposicion para los

tratamientos con resveratrol, metoxi y extracto de Yucca periculosa. El nimero de

semillas, raices, laminillas y células fue el mismo para todos los tratamientos.

Fig. 3. Presencia de microntcleos en células radiculares de Vicia faba (zonaF1).




RESULTADOS

Para evaluar el dafio citolégico provocado en raices de Vicia faba por la naringenina, el
resveratrol, el metoxi y el extracto de Yucca periculosa, se obtuvo el porcentaje del

indice mitético (fig. 4) y el porcentaje de microndcleos (fig. 5).
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Fig. 4. Porcentaje del indice mitdtico en la zona meristematica.

Los andlisis estadisticos (ANOVA factorial y prueba de Dunnett, con un valor de
significancia p<0.05), demostraron que la naringenina no provocé dafios citotoxicos ni
clastogénicos significativos en ninguna de sus tres concentraciones y en ninguno de
los tiempos de exposicion, excepto en la concentraciéon de 0.1% y 8 hrs. de exposicién
con un valor para Fo= 3.05 y para Ft= 2.12, donde si se observé un dafio

estadisticamente significativo en la zona F1 (Tabla 2).
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Fig. 5. Porcentaje de micronticleos en la zona F1.

El resveratrol en concentraciones de 0.1, 0.2 y 0.4 % a 2 y 4 hrs. de exposicién no
disminuy6 el %IM ni en la zona M ni en la zona F1. En concentracién de 0.1% y 8 hrs
de exposicion, el resveratrol no tuvo efecto citotoxico significativo en la zona M. En la
zona F1, el resveratrol en concentraciones de 0.1, 0.2 y 0.4 % y 8 hrs. de exposicion
tampoco tuvo efecto citotoxico significativo. En concentraciones de 0.2 y 0.4 % y un
tiempo de exposicion de 8 hrs., el resveratrol en la zona M, tuvo un efecto citotxico
con un valor de Fo=3.33 y de Ft= 3.02. El grado de clastogenicidad provocado por el
resveratrol en concentraciones de 0.1, 0.2 y 0.4 % en tiempos de exposicion de 2, 4 y 8

hrs. no fue significativo ni para la zona M ni para la zona F1 (Tabla 2).

El metoxi provocé un dafio citotdxico significativo en la zona M en sus concentraciones
de 0.1, 0.2 y 0.4 % y tiempos de exposicion de 2, 4 y 8 hrs. con un valor de Fo=19.92 y
un valor para Ft= 3.02. En la zona F1 no se observé dafio citotdxico significativo ni en
las concentraciones ni en los tiempos de exposicion. El dafio clastogénico provocado
por el metoxi en la zona M fue significativo para las concentraciones de 0.1, 0.2 y 0.4 %
a 2 hrs. de exposicion; 0.2 y 0.4 % a 4 hrs. de exposicién y a concentraciones de 0.2 y
0.4 % a 8 hrs. de exposiciéon con una Fo= 11.22 y una Ft= 2.10. La concentracién de 0.1
% a4 y8 hrs. de exposicion no provoco dafios clastogénicos significativos en la zona

M. En la zona F1 el metoxi provocd dafios clastogénicos significativos en sus tres



concentraciones y tiempos de exposicion con un valor para Fo= 20.5 y para Ft= 2.08

(Tabla 2).

Tabla 2. Efecto sobre el indice mitético y la frecuencia de microntcleos de la
naringenina, el resveratrol, el metoxi y el extracto de Yucca periculosa.

% INDICE MITOTICO *DS % MICRONUCLEOS * DS
COMPUESTO

ZONA M ZONA F1 ZONAM ZONA F1
AGUA (CONTROL -) 18.9543.9 4.55£3.74 0=0 0=0
GLICERINA 0. 2% 19.1520.07 836,92 0.1x0.14 0=0
NARINGENINA 0.1% 2 HS 1337562 797 194 0.0 00 0.02 £0.04
NARINGENINA 0.2% 2 HS 8.55£5.02 693 =130 0.04 005 0.08  0.17
NARINGENINA 04% 2 HS 895£28 205 =183 0.0 00 0.10 £0.12
NARINGENINA 0.1 % 4HS 9£73 6.73 145 0.08 0.11 0.08 0.08
NARINGENINA 0.2% 4 HS 1237 £0.67 725 304 0.0 00 0.06 0,08
NARINGENINA 04% 4 HS 1095 54 505 =190 0.02 004 0.0 £0.0
NARINGENINA 0.1% 8 HS T0.120.84 2.60 £00 0.16 *0.15 #024 0.15
NARINGENINA 0.2% 8 HS 8.82 £9.86 5.83 +498 0.0 00 0.02 £ 0.04
NARINGENINA 04% 8 HS 1422 £2.08 7.03 038 0.0 00 0.0 £0.0
RESVERATROL 0.1% 2HS 116259 6.05 +4.10 0.075 £0.09 0.13 £0.05
RESVERATROL 0.2% 2HS 10 £1.55 328 124 0.175 £0.15 0.15 0.3
RESVERATROL 0.4% 2HS 12.27 £2.58 415 £035 0.70 096 025 £0.17
RESVERATROL 0.1% 4HS T1.10 £4.24 635 £597 0.05 005 0.15 0.3
RESVERATROL 0.2% 4HS 17.9£233 470 £1.70 0.025 £0.05 0.025 £0.05
RESVERATROL 0.4% 4HS 173£0.70 473 £130 0.60 0.71 103 127
RESVERATROL 0.1% 8HS 143224 630 +233 0.075 £0.15 0.0 £0.0
RESVERATROL 0.2% 8HS %937 £3.57 310 x0.14 0.0 00 0.0 £0.0
RESVERATROL 0.4% 8HS #8.35 £0.70 233 130 0.0 00 025 £031
METOXI 0.1% 2HS *12.13 £056 165 £063 *1.38 £0.49 *1.23 £023
METOXI 0.2% 2HS 5,09 £ 1.60 410 £ 183 *1.78 £0.61 *1.70 £0.40
METOXI 0.4% 2HS #7.75 0.07 335 £0.77 210 £0.77 2,06 +0.21
METOXI 0.1% 4 HS *8.74 +0.92 215 £049 095 0.17 *1.03 £033
METOXI 0.2% 4HS %241 %0.96 220 £127 *1.38 £ 0.4 *1.60 £0.25
METOXI 0.4% 4HS *4.83 £3.6 170 £183 *1.70 £0.67 *1.60 +0.41
METOXI 0.1% 8HS %9.36 +2.63 220 085 0.63 £0.16 #0.80 026
METOXI 0.2% 8HS *8.21 = 1.43 225 £049 #2.40 £0.69 #2.21 £0.70
METOXI 0.4% 8HS *1.06 +0.09 115 £063 *1.38 +0.43 *1.43 £0.40
EXTRACTO 0.1% 2 HS 592£37 5.10 £297 0.15 005 #0.35 £0.28
EXTRACTO 0.2% 2 HS 14.4242.0 445 £530 0.10 0.0 0.10 £0.0
EXTRACTO 0.4% 2 HS 11.4720.67 543 =116 0.17 £0.09 027 £0.15
EXTRACTO 0.1% 4HS 93226.8 2,00 £2.68 0.05 005 0.08 £0.05
EXTRACTO 0.2% 4 HS 357225 272 £2.36 0.02 005 0.0 £0.0
EXTRACTO 0.4% 4 HS 7.87%8.3 3.05 099 0.0 00 0.0 £0.0
EXTRACTO 0.1% 8 HS 455:0.14 440 £339 #1.37 £0.27 *1.30 £0.26
EXTRACTO 0.2% 8 HS 3526 145 £035 *1.60 0.21 *1.48 £0.22
EXTRACTO 0.4% 8 HS 782£5.1 240 021 *1.90 +0.16 *1.63 £0.17

* Diferencias significativas entre los tratamientos y el control negativo segin la prueba

de Dunnett, con un valor de significancia p<0.05.



El extracto de Yucca periculosa no provocd dafios citotéxicos en ninguna de las
concentraciones y tiempos de exposicion utilizados en este trabajo ni en la zona M ni en
la zona F1 (Tabla 2). El extracto de Yucca periculosa provocé dafio clastogénico
significativo en la concentracion 0.1 % y 2 hrs. de exposicion en la zona F1. En la zona
M no se observé daiio clastogénico significativo en las concentraciones de 0.1, 0.2 y 0.4
% a2 y4 hrs. de exposicion. En la zona F1, el extracto de Yucca periculosa no provoco
dafios significativos en sus concentraciones de 0.2 y 0.4 % a 2 hrs. de exposicion y en
las concentraciones de 0.1, 0.2 y 0.4 % a 4 hrs. de exposicién. El extracto de Yucca
periculosa en sus tres concentraciones y 8hrs de exposicién si tuvo actividad
clastogénica estadisticamente significativa tanto en la zona M como en la zona F1 con

un valor de Fo= 70.46 yde Ft=2.21 (Tabla 2).

ANALISIS Y DISCUSION

La naringenina y el resveratrol no provocaron dafios citotdxicos ni clastogénicos
significativos en ninguna de las concentraciones y tiempos utilizados en este
experimento, excepto los ya mencionados. No hubo una relacién entre la concentracién
y el tiempo de exposicidn a naringenina y resveratrol. Si no existen efectos téxicos
significativos en las raices de Vicia faba se puede pensar que la actividad biol6gica de
estos dos compuestos no se vio afectada por las concentraciones y tiempos utilizados.
Por lo tanto su uso principalmente como protectores de la piel contra rayos UV, es el
més recomendable. Estos resultados concuerdan con el trabajo realizado por Saija et al.
(1998), quienes proponen que la naringenina puede ser utilizada con éxito como
fotoprotector y que este efecto puede ser mayor si se administra con D-limonina o
lecitina ya que estos dos compuestos incrementan la permeacién de la naringenina en la
piel. Gao et al. (2006), comprobaron que la naringenina estimula la produccién de
enzimas reparadoras del DNA en células cdncerosas de la prostata. Soto (2007),
menciona que la actividad antioxidante de los flavonoides depende la su estructura
quimica, de la posicién y nimero de sustituciones en el nicleo del flavonoide y en el
anillo B. La presencia de la doble ligadura en el C-2 y C-3 asi como un —OH en C-3’ y
C-4’, son indispensables para incrementar la actividad antioxidante de los flavonoides.

Seon—Min et al. (2007), mencionan que la disminucién de los niveles de colesterol y



triglicéridos totales en plasma, en ratas tratadas con naringenina, se debe a que estd y
sus metabolitos inhiben la actividad de la HMGR y de la ACAT, una reductasa y una
acetiltransferasa respectivamente.

Por otra parte se ha comprobado que la aplicacién de resveratrol en la piel antes de ser
expuesta a los rayos UV reduce considerablemente la formacién de edemas ya que se
reduce la infiltracién de leucocitos entre la dermis y la epidermis. En Estados Unidos
una de cada siete personas sufre de algtin tipo de cancer de piel. Una de las principales
causas de estd enfermedad es la exposicion a la radiacion solar. El resveratrol podria
usarse como quimiopreventivo en la iniciacidn, progresiéon y promocién del proceso de
carcinogénesis (Afaq et al., 2003).

Ahmad et al. (2005), observaron que a altas concentraciones de resveratrol (200 uM )
disminuye la eficiencia de transformacién del plasmido bluescript SK (+) y que en
presencia de iones de cobre aumenta el porcentaje de mutaciones por deleciéon. En una
revision hecha por Masten (2002), se mencionan varios estudios sobre la toxicidad del
resveratrol. En algunos sistemas bioldgicos, concentraciones de 50 uM de resveratrol
pueden provocar citotoxicidad mientras que en otros sistemas estas mismas
concentraciones no producen ningin efecto.

Falta analizar si la sobreexposicion y la aplicacién de la naringenina y el resveratrol en
otros sistemas biolégicos no causan algin dafio significativo antes de ser administrados

en humanos (Askin y Sultan Aslantiirk, 2007).

El efecto citotéxico provocado por el metoxi en la zona M aument6 al incrementar la
concentracion y el tiempo de exposicion con un valor para Fo= 5.28 y Ft= 3.63. En la
zona F1 no se observé daio citotoxico significativo y el efecto del metoxi no dependié
ni de la concentracion ni de el tiempo de exposicion. Esto quizd se debi6é a que en la
zona F1 el indice mit6tico normal es de aproximadamente 4% (Ma, et al., 1995). Al
aumentar la concentraciéon del metoxi aumentd el %MNC en la zona M con un valor
para Fo= 13.66 y para Ft= 3.23. En la zona F1 también aument6 el %MNC al
incrementar la concentraciéon del metoxi con un valor para Fo= 25.71 y Ft= 3.23. El
dafio clastogénico provocado por el metoxi no dependié de el tiempo de exposicion
(Tabla 2). Los efectos citotdxicos y clastogénicos provocados por el metoxi lo hacen un
compuesto con alto grado de toxicidad comparado con el control y los demds
compuestos utilizados. El metoxi es un compuesto cuya actividad bioldgica no esta

muy estudiada. Aunque los trabajos de Cheeke et al. (2006) y Olas et al. (2006), han



comprobado la actividad anti-inflamatoria del metoxi, quizas sean otros los mecanismos
de accién en células meristematicas de Vicia faba por lo que en este trabajo resultd ser
toxico. El metoxi actda inhibiendo considerablemente la agregacién de plaquetas
reduciendo la oxidacién de los grupos triol en las proteinas. Inhibe la carbonizacion y

reduce los dafios en el DNA de linfocitos.

El dafio clastogénico provocado por el extracto de Yucca periculosa en la zona M,
aumento al incrementarse la concentracién y el tiempo de exposicién con un valor para
Fo= 5.32 y Ft= 2.73. En la zona F1 el dafio clastogénico solo se eleva si aumenta el
tiempo de exposicion. En este caso el valor de Fo= 257.63 y el de Ft= 3.35. Las
concentraciones del extracto de Yucca periculosa y los tiempos de exposiciéon no
afectaron el %IM ni en la zona M ni en la zona F1 (Tabla 2).

La presencia del metoxi en el extracto de Yucca periculosa pudo ser el responsable del
dafio clastogénico provocado en las raices de Vicia faba pues es el tinico compuesto que
mostré una genotoxicidad importante en sus tres concentraciones y tiempos de
exposicion. Para afirmar esto seria interesante determinar si la concentracién del

metoxi en el extracto es menor o mayor a las utilizadas en el tratamiento con metoxi.



CONCLUSIONES

La naringenina y el resveratrol no tuvieron efecto téxico en las raices de Vicia faba ya
que no disminuyen el %IM y no aumentan la frecuencia de micronticleos en ninguna de
las concentraciones y tiempos utilizados.

El metoxi en sus tres concentraciones y tiempos de exposicién tuvé un grado de
toxicidad importante sobre las raices de Vicia faba pues afecta el proceso de division
celular disminuyendo el %IM y aumentando en forma significativa la frecuencia de
micronucleos.

El extracto de Yucca periculosa en las concentraciones y tiempos utilizados en este
trabajo, no afectaron el proceso de division celular, sin embargo en un periédo de
exposicion de 8 hrs. en cualquiera de las tres concentraciones si incrementd la
frecuencia de microntcleos tanto en la zona M como en la F1 y por lo tanto puede
considerarse como ligeramente téxico.

Son tantas las propiedades y beneficios (principalmente en salud) atribuidos a la
naringenina, el resveratrol y el metoxi que pueden tener un sin fin de aplicaciones. Esto
no significa que no puedan ser toxicos, por eso es necesario realizar mas estudios sobre

las dosis, segtn su aplicacion y uso.



BIBLIOGRAFIA

Afaq, F., Vaqar, M. A. y Nihal, A. 2003. Prevention of short-term ultraviolet B
radiation-mediated damages by resveratrol in SKH-1 hairless mice. Toxicology and

Applied Pharmacology. 186: 28-37.

Ahmad, A., Farhan, A. S., Saurabh, S. y Hadi, S. M. 2005. Prooxidant activity of
resveratrol in the presence of cooper ions: Mutagenicity in plasmid DNA. Toxicology

Letters. 159: 1-12.

Askin, C. T. y Sultan Aslantiirk, O. 2007. Cytotoxic and genotoxic effects of
Lavandula stoechas aqueous extracts. Biologia Bratislava. Section Cellular and

Molecular Biology. 62 (3): 292-296.

Athar, M., Jung Ho, B., Xiuwei, T., Kwang Ho, K., Levy, K., Bickers, D. R. y Kim, A.
L. 2007. Resveratrol: A review of preclinical studies for human cancer prevention.

Toxicology and Applied Pharmacology. 224: 274-283.

Burns, J., Yokota, T., Ashihara, H., Lean, M. E. J. y Crozeir, A. 2002. Plant Foods and
Herbal Sources of Resveratrol. Journal of Agricultural and Food Chemistry. 50: 3337-
3340.

Cheeke, P. R., Piacente, S. y Oleszek, W. 2006. Anti-inflammatory and anti-arthritic

effects of Yucca schidigera: A review. Journal Inflammation. 3: 1-7.

Dong, Z. 2003. Molecular mechanism of the chemopreventive effect of resveratrol.

Mutation Research. 523 (524): 145-150.

Duan, C., Hu, B., Jiang, X., Wen, C., Wang, Z. y Wang, Y. 1999. Genotoxicity of water
samples from Dianchi lake detected by the Vicia faba micronucleus test. Mutation

Research. 426: 121-125.

Durén, D. A., Cisneros, A. E. y Vargas, A. 2005. Bioestadistica. UNAM. Facultad de
Estudios Superiores Iztacala. Pp. 27-49.



Gao, K., Henning, S. M., Niu, Y., Youssefian, A. A., Seeram, N. P., Xu, A. y Heber, D.
2006. The citrus flavonoid naringenin stimulates DNA repair in prostate cancer cell.

Journal of Nutricional Biochemistry. 17: 89-95.

Harborne, J. B. y Williams, C. A. 2000. Advances in flavonoid research since 1992.
Phytochemystry. 55: 481-504.

Ma, T. H., Xu, Z., Xu, C., McConnell, H., Valtierra, R. E., Arreola, G. A. y Zhang, H.
1995. The improved Alluim/Vicia root tip micronucleus assay for clastogenecity of

environmental pollutants. Mutation Research. 334: 185-195.

Masten, S. 2002. Trans-Resveratrol. Review of Toxicological Literature. National

Institute of Environmental Health Sciences. North Carolina. U.S.A. 54 pp.

Majer, B. J., Grummt, T., Uhi, M. y Knasmiiller, S. 2005. Use Plant Biossays for the
detection of genotoxins in the Aquatic Environmental. Acta Hydrochimica et

hydrobiologica. 33: 45-55.

Olas, B., Wachowicz, B., Majsterek, 1., Blasiak, J., Stochmal, A. y Oleszek, W. 2006.
Antioxidant properties of trans-3,3",5,5 -tetrahydroxy-4"-methoxystilbene against
modification of variety of biomolecules in human blood cells treated with platinum

compounds. Journal Nutrition. 22: 1202-1209.

Pietta, P. G. 2000. Reviews. Flavonoids as Antioxidants. Journal of Natural Products.
63:1035-1042.

Piver, B., Maude, F., Vitrac, X., Merillon, J. M., Dreano, 1., Berthou, F. y Lucas, D.
2004. Involvement of cytochrome P450 1 A2 in the biotransformation of trans-

resveratrol in human liver microsomas. Biochemical Pharmacology. 68 (4): 773-782.

Ross, J. A. y Kasum, C. M. 2002. Dietary Flavonoids: Bioavailability, Metabolic
Effects, and Safety. Annual Review Nutrition. 22: 19-34.



Saija, A., Tomaino, A., Trombetta, D., Giacchi, M., De Pasquale, A. y Bonina, F. 1998.
Influence of different penetration enhancers on in vitro skin permeation and in vivo
photoprotective effect of flavonoids. International Journal of Pharmaceutics. 175: 85-

94.

Seon-Min, J., Hae-Kyung, K., Hye-Jin, K., Gyeong-Min, D., Tae-Sook, J., Yong, B. P.
y Myung-Sook, C. 2007. Hypocholesterolemic and antioxidative effects of naringenin
and its two metabolites in high-cholesterol fed rats. Translational Reasearch. 149: 15-

21.

Skibola, C. F. y Smith, M. T. 2000. Potential health impacts of excessive flavonoid
intake. Free Radical Biology and Medicine. 29 (3- 4): 375-383

Soto, H. M. 2007. Actividad antioxidante de flavonoides del tallo de orégano mexicano
(Lippia graveolens HBK var. Berlandieri Schauer). Revista Fitotecnia Mexicana.

Sociedad Mexicana de Fitogenética, A. C. 30: 43-49.

Steinkellner, H., Mun-Sik, K., Helma, C., Ecker, S., Ma, T. H., Horak, O., Kundi, M. y
Knasmiiller, S. 1998. Genotoxic effects of heavy metals: Comparative investigation

with plant biossays. Environmental Molecular Mutagenesis. 31: 183-191.

Torres, P., Avila, J. G., Romo de Vivar, A., Garcia, A. M., Marin, J. C., Aranda, E. y
Céspedes, C. L. 2003. Antioxidant and insect growth regulatory activities of stilbenes

and extracts from Yucca periculosa. Phytochemystry. 64: 463-473.

Williams, R. J., Spencer, P. E. J., y Rice-Evans, C. 2004. Serial Review: Flavonoids ans
Isoflavones (Phytoestrogens): Absortion, Metabolism, and Bioactivity. Free Radical

Biology and Medicine. 36: 838-849.

Yi, H. y Si, L. 2007. Vicia root-micronucleus and sister chromatid. Exchange assays on

the genotoxicity of selenium compounds. Mutation Research. 630: 92-96.



	Portada
	Índice
	Texto 

