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i. RESUMEN

En el ambiente existen gran variedad de agentes y factores a los que los seres vivos estdn expuestos, mismos
que podrian ocasionar entre otros, tipos dafio, alteraciones durante el desarrollo de los organismos en
formacién. A los agentes que son capaces de alterar el desarrollo normal de cualquier embrién, se les conoce
como teratdgenos. La especie Schinus molle L. de la familia de las Anacardiaceae, conocida vulgarmente
como “pirul”, es una planta medicinal que se utiliza para combatir enfermedades como: tos, asma y
reumatismo, debido a que contienen taninos, alcaloides, flavonoides, saponinas esteroidales, esteroles,
terpenos, gomas, resinas, y aceites esenciales, compuestos que se han asociado con actividad medicinal. El
aceite esencial, estd presente en las hojas, corteza y frutos, que son una fuente rica de triterpenos,
sesquiterpenos y monoterpenoserpenos, El aceite esencial de las hojas y frutos ha mostrado ser un repelente
efectivo de insectos, particulzirmente contra la mosca casera.

Con el objeto de contribuir al conocimiento de las actividades biologicas del pirul, se probé el potencial
teratogénico en larvas de moscas de tipo silvestre de Drosophila melanogaster (canton-S) de 72 + 4 h de
edad. En experimentos preliminares se determinaron las concentraciones del extracto de las hojas. Se utiliz6
agua destilada como disolvente y testigo negativo, se realizaron 2 repeticiones por cada concentracion
probada, las cuales se obtuvieron al triturar 5 gramos de hojas de pirul en un mortero y agregar 100 ml de
agua destilada; esta solucién se consideré como el 100 % y se hicieron diluciones sucesivas para obtener las
concentraciones a probar: [0.012-100 %], las cuales fueron incorporadas en el alimento en el que crecieron las
larvas, para recuperar el efecto mediante la observacién de malformaciones en los adultos de D.
melanogaster. La frecuencia de alteraciones en los lotes experimentales se compard con la frecuencia de
alteraciones en las moscas del lote testigo; el aumento en la frecuencia de alteraciones en las moscas
expuestas al 0.78 % de la solucién original result6 significativo (p < 0.05); en el resto de las concentraciones
la frecuencia de alteraciones fue similar a la del testigo negativo (p > 0.05), el tratamiento alter¢ el indice de
sobrevivencia de manera significativa; no alterd la proporcién sexual de manera significa, de esta manera se

concluye que el pirul presenta efecto teratogénico en D. melanogaster.



1. INTRODUCCION

1.1.  Origen de la biodiversidad en México

La diversidad de la flora de México es una de las mas ricas a nivel mundial. Por lo menos
existen unas 26000 especies que representan practicamente a todos los tipos de vegetacion,
debido en gran medida a la ubicacion de nuestro territorio en el planeta y a la historia del
continente. Nuestro pais, con una orografia variada, alberga en sierras, montafias y picos a
la flora del norte, de caracter templado o frio; en sus planicies costeras y tropicas a las
especies del sur, de carécter célido. Por otro lado, nuestro pais comprende en mas del 50%
de su territorio una zona conocida como desierto en la que también prosperé una flora
tipica, conocida como xerofitica (Krebs, 1985; Estrada, 1985; Rzendowski, 1988;
Hengevel, 1989).

1.2. Plantas Medicinales

1.2.1. Etnoboténica

El conocimiento profundo que los numerosos grupos étnicos de México, distribuidos a lo
largo y ancho del territorio nacional tienen de su flora local, constituye uno de los legados
de nuestro pasado indigena. Parte relevante de dicha flora son las plantas medicinales, que
han sido utilizadas tradicionalmente para aliviar los problemas de salud, principalmente en
aquellas zonas en las que la medicina social no ha penetrado (Del Amo, 1979).

La herbolaria mexicana permanece como parte integral de nuestra herencia cultural ya que
el conocimiento y utilizacion de las plantas medicinales se remonta a la antigiiedad. Por
ejemplo, en 1552 el indigena Martin de la Cruz, realiza el Cédice Badiano, un compendio
donde por primera vez se agrupan las especies mexicanas segin sus aplicaciones en el
cuerpo humanao. El codice Badiano es todo un compendio de medicina indigena y gracias a
él se conoce de los sorprendentes adelantos de los aztecas en el uso de las plantas
medicinales, para enfermedades como el glaucoma, las cefalalgias, parasitosis, disenteria,
gota, hepatitis y estrefiimiento, por mencionar algunas (Torres, 1996). Después Fray
Bernardino de Sahagun, entre 1558 y 1575, describe casi 300 plantas mexicanas con
aplicaciones medicinales. Se ha establecido que las plantas mexicanas que curan se

destacan como parte fundamental de la medicina tradicional popular, debido a su antiguo



empleo y a que son accesibles. La recopilacion de la informacion relacionada con el uso de
las plantas con accion medicinal cobra gran importancia, porque promueve la conservacion
y uso racional de ejemplares Utiles y aun de otros que se encuentran en peligro de extincion
(Del Amo, 1979).

1.2.2. Metabolitos secundarios

Como resultado de los diversos procesos evolutivos, las plantas poseen gran numero de
compuestos quimicos secundarios. Los metabolitos secundarios se llaman asi, porque no se
encuentran de manera general en toda la materia viva; por esto contrastan con los
compuestos primarios (proteinas, lipidos, carbohidratos y &cidos nucleicos) que siempre
estan presentes. Los compuestos secundarios derivan de un grupo reducido de compuestos
precursores como acido acético y algunos aminodacidos esenciales (fenilalanina, tirosina y
triptofano) (Evans, 1991).

El valor medicinal de la planta curativa esta asociado a la presencia de sustancias quimicas
Ilamadas principios activos, los cuales tienen accion terapéutica definida y pueden
emplearse para modificar favorablemente los trastornos patoldgicos originados por la
enfermedad (Cabrera, 1975). En medicina natural es importante conocer la distribucion de
los principios activos en la planta, para lograr la medicacion adecuada (Cabrera, 1975;
Hernandez y Gally, 1981; Alvarez, 1986).

Muchos de los principios activos son sumamente complejos y de algunos aun se desconoce
la naturaleza quimica; otros han sido aislados, purificados, e incluso, sintetizados. Por lo
general, pertenecen a una de estas categorias: alcaloides, flavonoides, cumarinas, terpenos,
esteroides glicosidicos, aceites esenciales, gomas, resinas, grasas y sustancias antibidticas
(Thomson, 1980; Evans, 1991).

Desde el punto de vista biosintético, los metabolitos secundarios se dividen en: fenil
propanos, acetogeninas, terpenoides, esteroides, alcaloides y un grupo diverso de

compuestos que no encajan dentro de estos cinco grupos (figura 1) (Evans, 1991)



Fig 1. Origen de algunos metabolitos secundarios con relacion a las rutas metabodlicas bésicas
(Modificado de Evans, 1991).

Los flavonoides, que se encuentran tanto en estado libre como heterosidico, constituyen el
grupo mas amplio de los fenoles naturales. En la actualidad se conocen més de 2000 de los
cuales unos 500 se encuentran en estado libre. Estos derivados son conocidos por sus
propiedades antiinflamatorias, antialergénicos, antitromboticas, vasoprotectoras, por la
inhibicion de la promocidn de tumores y como protectores de la mucosa gastrica; efectos
que se han atribuido a la influencia de los flavonoides sobre el metabolismo del acido
araquidonico (Evans, 1991). Muchas plantas que contienen flavonoides son diuréticas o
antiespasmodicas. Algunos flavonoides poseen propiedades antibacterianas y antifingicas
(Thompson, 1980; Evans, 1991).

Los aceites esenciales tienen, por lo general, varios componentes quimicos, usualmente
derivados terpéenicos, o de compuestos aromaticos. A menudo contienen alcoholes, cetonas,
aldehidos, fenoles, éteres y esteres entre otros, siendo otros germicidas potentes, esta
propiedad esta asociada con su volatilidad y capacidad para penetrar al citoplasma, sin

embargo, al ser insolubles en agua, su uso se restringe como antisépticos en medicina. Son



valiosos como carminativos, antitusigenos, antisépticos bucales (para hacer gargarismos),
pulverizaciones y unguentos (Thomson, 1980; Evans, 1991).

Se han aislado més de 12000 metabolitos secundarios organicos, muchos de ellos han
resultado (tiles en medicina pero, si se utilizan sin control, su uso puede ser
contraproducente ya que pueden llegar a producir efectos colaterales indeseables y aun, ser
mutagénicos carcinogénicos o bien, teratogénicos. Un factor de importancia en esta practica
es que en la mayor parte de los casos ocurre sin dosificacion especifica, ni vigilancia
médica. Los 4cidos orgéanicos, fenoles, cumarinas, glucosidos, terpenos, quinonas,
hormonas, saponinas, alcaloides, tioles, etc., metabolitos secundarios simples y complejos,
aromaticos y de cadena abierta, se van multiplicando en los diversos taxa, tanto de plantas,
animales como microorganismos, desempefiando a la vez diferentes funciones biolégicas y
ecoldgicas (Evans, 1991).

Por lo anterior se deben conocer también las propiedades de sus componentes individuales
y de las interacciones entre éstos, que posean por ejemplo, propiedades mutagénicas,
carcinogénicas, teratogénicas; o bien, anticancerosas, antimutagénicas, hipertensoras y

antimicrobianas demostrables (Thomson, 1980).

1.2.3. Schinus molle
1.2.3.1. Origen

Arbol originario de los valles interandinos del centro del Per(. Es una especie de gran
difusion ornamental en zonas aridas y semiaridas a nivel mundial. En Peru es una especie

forestal tipica de las estepas espinosas y de los bosques montafiosos bajos (Cerrate, 1979).
1.2.3.2. Distribucion geogréfica

Antiguamente, el pirul se encontraba ocupando extensas zonas de Centro y Sudamérica
llegando hasta el Norte de Argentina. Actualmente su distribucion se ha extendido
principalmente por cultivo. En Chile crece desde la Region de Tarapaca en el extremo
norte, hasta la regién metropolitana en la zona central, aunque su rango de distribucion se
ha extendido mas al sur debido a su cultivo. No forma asociaciones puras, encontrandose

ejemplares aislados a lo largo de toda su distribucion natural. También es cultivado en



muchos paises de América, Africa oriental, Medio oriente, Israel y también en la zona del

Mediterraneo en el sur de Europa (Cerrate, 1979).
1.2.3.3. Variables climéticas

El pirul crece en zonas de alta insolacion y es muy resistente a la sequia. Su mejor
desarrollo lo alcanza con precipitaciones entre 250-600 mm, aunque en el norte de Chile
puede crecer en ambientes extremadamente aridos. Las temperaturas de crecimiento 6ptimo
son cercanas a los 12.8°C, siendo muy tolerante a las altas temperaturas, pudiendo resistir

largos periodos arriba de los 34°C (Cerrate, 1979).
1.2.3.4. Variables edéaficas

El pirul presenta escasas exigencias en cuanto a la calidad de suelo. Se considera una
especie vaga respecto a las preferencias edaficas ya que crece tanto en suelos pesados
arcillosos como en livianos arenosos profundos. Se desarrolla bien en suelos drenados,
aunque resiste anegamientos estacionales. Habita en suelos neutros a alcalinos y es
resistente a la salinidad, como lo demuestra su presencia en la Pampa del Tamarugal en el
norte de Chile (Cerrate, 1979).

1.2.3.5. Variables topograficas

Se encuentra en altitudes que varian entre los 10 y 3500 msnm. En Peru es frecuente en los
valles interandinos del sur, centro y norte, creciendo en hondonadas, quebradas y parte del
monte riberefio, encontrandose practicamente en todos los Andes del Per(. Puede crecer en

la costa en terrenos deserticos, médanos y quebradas secas (Cerrate, 1979).

1.2.3.6. Descripcion

El pirul (Schinus molle (L)) de la familia Anacardiaceae, es un arbol perennifolio, de 4 a 8
m de altura, se encuentra ampliamente distribuido en la altiplanicie mexicana, invade con
facilidad cualquier tipo de terreno. La copa es redondeada y abierta proporcionando sombra

moderada, las hojas son compuestas, alternas, de 15 a 30 cm de largo, colgantes con savia



lechosa, imparipinadas de 15 a 41 foliolos, generalmente apareados, de 0.85 a 5 cm de

largo, estrechamente lanceolados, color verde amarillento (figura 2).

Semilla

Fig. 2 a) Hojas, flores y semillas del pirul; b) ejemplar de pirul, Schinus molle.

1.2.3.7 Etnobotanica del pirul

El pirul esta asociado generalmente con pocas especies de plantas, El analisis fitoquimico
revela que la planta contiene taninos, alcaloides, flavonoides, saponinas esteroidales,
esteroles, terpenos, gomas, resinas, y aceites esenciales. El aceite esencial, esta presente en

las hojas, corteza y semilla, es una fuente rica de triterpenos, sesquiterpenos y



monoterpenos. Las actividades biologicas se atribuyen a los aceites esenciales que se
encuentran en la planta. La semilla puede contener hasta el 5% de aceite esencial, y las
hojas pueden contener hasta un 2% de aceite esencial. Los terpenos como el felandreno y
carvacol, son acumulados y eliminados a través de hojas y frutos (Anaya y Gomez-Pompa,
1971).

Datos etnobotéanicos del pirul en Sudamérica indican que se utiliza como antirreumatico,
antiséptico, antiinflamatorio, para trastornos de la piel, antifingico, antibacterial,
cicatrizante, diurético, trastornos digestivos, asma, bronquitis, gota, gonorrea y gripe (Ruffa
et al., 2004). En México el pirul se emplea para el asma, astringente, balsdmico,
blenorragia, bronquitis, cataratas, colicos, colirio, conjuntivitis, tos, desordenes digestivos,
hongos del pie, gonorrea, gripe, goma, licor, ulceras bucales, oftalmico, profilactico,
purgante, reumatismo, dolor de estémago, dolor de muelas, tuberculosis, tumores, Ulceras,
enfermedades urogenitales y venéreas, verrugas y heridas

(http://www.conabio.gob.mx/conocimiento/info especies/arboles/doctos/3-anaca4m.pdf).

También el pirul es un estimulante del Utero; En estudios con animales presenta acciones
antiespasmodicas en el Utero, por lo que no se recomienda su uso durante el embarazo. El
empleo prolongado de esta planta no se recomienda, ya que puede matar a las bacterias
pertenecientes a la flora intestinal, por tener propiedades antibacterianas (Ruffa et al.,
2004). En la tabla I, se presenta algunos usos del pirul.

La informacidn acerca del uso de plantas como agentes antitumorales especificos es escasa,
sin embargo, el efecto citotoxico de extractos metandlicos de plantas medicinales sobre las
celulas de carcinoma hepatocelular humano ha sido estudiado como la actividad citotoxica
de Schinus molle (L) en contra de la linea de celulas de carcinoma hepatocelular humano,
Hep G2. (Ruffa et al., 2002).



Tabla 1.- Utilizacion del pirul en diferentes actividades humanas (Modificado de
http://www.conabio.gob.mx/conocimiento/info_especies/arboles/doctos/3-anaca4m.pdf)

Us0 PARTE DE LA PLANTA APLICACIOHES
Arormatizante Toda laplanta Olor perfimado por  aceites
esenciales ¥ wolatiles.
Base para chicle Fesina En Aménca del Sur se usa

como  goma  de  mascar.
Fortalece encias v sana ulceras

huacales.
Colotante Hoja, tallo, corteza, raiz Tefido amarillo  palido  de
tejidos de lana.
Cotmbustible IMadera Lefia, carbin, polvora.
Cotnestible Fruto Bebida refrescante, atole,
fermentad o con pulgue.
Condimento Frutao Adultera la pirmienta negra.
Costmético Hoja, serrillas Enjuagues bucales, dentifnico,

fijador de perfimes, lociones,
talcos ¥ desodorantes.

Curtiente Corteza Tefur pieles.
Forrajero Frutao Alirnento par pajaros
Implemertos de trabajo INladera Mangos de herrarmienitas,
estacas v fustes de sillas de
montar.
Industrial Fesina Fabricacidn de bamices.
Ceriza Blangueador de ropa,
punificador del amicar.
Inzecticida Fruto, hoja Fepelente de insectos [ mosca
CASErA )
IWedicinal Hoja, flor, futo, corteza, resina Analgésico, antibacterial,
antidepresivo, antirnicrobial,
antifingico, antiwiral,

antiespasmddico,  astringente,
halsdrmico, citotd=ico, diurético,
expectorante, hipotensivao,
putrgativo, estommAgquico, ténico,
uterino, estirmulante,

Lilelifera Flor Apicultuma.

1.3 Toxicologia Genética

La toxicologia estudia el impacto que las diferentes sustancias producen en los seres vivos
y la naturaleza de él o los mecanismos por los que estas alteraciones son producidas. La
exposicion de los seres vivos a sustancias contaminantes potencialmente reactivas presentes
en el ambiente es frecuente. Se calcula que mas de 100000 productos quimicos han sido
elaborados para uso comercial e industrial (aditivos de alimentos, cosméticos,
medicamentos, pesticidas y muchos otros mas). Muchos de éstos son capaces de provocar
dafio con efectos a corto, mediano y largo plazo. La interaccién entre los organismos y los

contaminantes ambientales es un proceso que se lleva a cabo en la mayoria de los casos por



periodos prolongados e incluye concentraciones minimas de éstos, por 1o que en muchas
ocasiones se dificulta la deteccion del efecto prolongado (De Serres, 1979)

La toxicologia también se relaciona con la evaluacion cuantitativa de la sobrevivencia y
frecuencia de los efectos provocados en relacion con la forma de exposicion de los
organismos. Asi, participa en la valoracién de sustancias usadas en la medicina con fines
diagndsticos, preventivos y terapéuticos; en la industria de los alimentos, como
complemento o aditivos alimenticios directos e indirectos y en la industria quimica como
materia prima, disolventes e intermediarios en la sintesis de otras sustancias y en la
elaboracion de materiales diversos (Brusick,1987).

La toxicologia genética es la disciplina cientifica que identifica y analiza la accion de un
grupo de agentes tdxicos que son capaces de provocar dafio (mutagénesis, carcinogénesis y
teratogénesis). Su objetivo primordial es detectar y entender las propiedades de los agentes
fisicos y quimicos que producen efectos hereditarios, deletéreos y hasta letales. Es una
ciencia esencialmente multidisciplinaria que pretende establecer la correlacion que existe
entre la exposicidn a agentes xenobidticos (sustancias ajenas al organismo) y la induccion
de alteraciones genéticas en células germinales, somaticas y en proceso de diferenciacion
para definir, a partir de ello, los efectos que las toxinas ambientales producen sobre la

integridad genética de los seres vivos (Brusick, 1987).

1.3.1. Teratogénesis

Los agentes genotdxicos que provocan alteraciones durante el desarrollo embrionario se
conocen desde la tragedia ocasionada por la talidomida, que en los afios sesenta provoco el
nacimiento de 10,000 nifios malformados en Alemania, Japén y en otros paises. La droga
sedativa ejerce sus efectos nocivos entre los 35 y 50 dias del embarazo, pero no parece
producir efectos en el embridn en desarrollo antes o después de este periodo (Castilla et al.,
1996).

Un teratdgeno es una sustancia quimica, agente biologico o fisico capaz de causar defectos
en el desarrollo de un nuevo ser. Uno de los factores importantes al determinar el riesgo de

que un teratdgeno pueda causar dafio es la dosis de la sustancia o agente fisico (Klaassen,



1975). Cada teratdgeno actla en un aspecto particular del metabolismo celular. Por esta
razén diferentes agentes teratdgenos tienden a producir distintos efectos. Aunque actden en
distintos periodos del desarrollo embrionario y sobre el mismo sistema, cada agente puede
producir un modelo o patron especifico de malformaciones. Algunos farmacos tienen un
mayor potencial teratdgeno debido también a factores como dosis, metabolismo materno y
transporte placentario (Klaassen, 1975).
Sin embargo, el nimero de teratdgenos quimicos conocidos para los seres humanos es
reducido; la mayoria pertenece al grupo utilizado en la quimioterapia del cancer (Castilla et
al., 1996).
Algunas toxinas de origen animal son enzimas que producen diversos efectos en la
bioquimica celular y en la fisiologia de los organismos. Los alcaloides son quiza las toxinas
vegetales naturales mas potentes que se conocen desde el punto de vista genotoxico ya que
en cantidades minimas producen mutaciones puntuales y cromosémicas en los organismos
empleados (Evans, 1991).
Para llegar a este conocimiento se utilizan los bioensayos, a través de los cuales la
toxicologia ha obtenido datos importantes en lo referente al dafio ocasionado a la salud del
hombre. Lo cual de otra manera solo hubiera sido posible con la exposicion accidental a
estas sustancias (Casarett 1975, Brusick, 1987).
Los bioensayos se basan en el uso de organismos cuya respuesta podria ser similar a la que
se presentaria en el hombre bajo condiciones parecidas de exposicion (Casarett, 1975;
Sorsa, 1982; Brusick, 1987). Estos bioensayos deben ser evaluados con base en su
capacidad de respuesta, de tal forma que aquellos que resulten sensibles y capaces de
discriminar entre los diferentes tipos de dafio, sean aceptados y puestos en practica. Los
modelos animales que se emplean van desde procariontes, hasta sistemas complejos como
los artropodos y mamiferos (Delgado, 1990).
En la toxicologia del desarrollo los experimentos con animales pueden ser divididos en dos
grandes clases:

a) Para probar agentes con potencial desconocido.

b) De segunda fase o ampliacion sobre el efecto de agentes cuyo potencial para

causar malformaciones ya se ha establecido (Shepard y Lemire, 2004).



Las pruebas teratologicas tradicionales con mamiferos consumen mucho tiempo y son
costosas, ademas requieren de la participacion de personal especialmente entrenado. Por
este motivo surge la necesidad de desarrollar sistemas de prueba alternativos, sencillos y
confiables que ayuden al establecimiento de prioridades para los estudios in vivo en el
campo de la toxicologia del desarrollo (Lynch et al., 1991).

En este contexto, aparece Drosophila melanogaster, organismo que posee caracteristicas
que lo convierte en un modelo de prueba eficaz. Son capaces de absorber, distribuir,
metabolizar y excretar compuestos quimicos, mientras que producen descendencia
numerosa en periodos de tiempo relativamente corto (Lynch et al., 1991).

Los resultados de estudios con Drosophila han mostrado que al tratar el huevo y las fase
larvarias de este organismo con compuestos quimicos diversos se han obtenido alteraciones
especificos en las moscas adultas previamente identificados como tdxicos para el desarrollo
de mamiferos, se observa una elevada induccion de anormalidades morfologicas en los
adultos de las moscas (Lynch et al., 1991).

Lynch, et al. (1991) han reportado una amplia base de datos sobre alteraciones inducidas
por quimicos en Drosophila y proponen formalizar los criterios que involucren el uso de

este bioensayo para la deteccion del potencial teratogénico de compuestos quimicos.

1.4. Drosophila melanogaster como sistema de prueba

En 1909, el Dr. T. H. Morgan introdujo el empleo de la “mosca del vinagre”, Drosophila
melanogaster en la investigacion genetica y desde entonces se emplea como modelo
bioldgico en diversas disciplinas cientificas. En este organismo se puede analizar un amplio
espectro de alteraciones genéticas inducidas por agentes ambientales, tanto en células

somaticas como en células germinales (Tabla Il) (Rodriguez-Arnaiz y Ramos, 1992).



Tabla Il.- Caracteristicas importantes para el empleo de Drosophila melanogaster como sistema de

prueba (Modificado de Ramos-Morales et al., 1993).

Sensible a una gran variedad de sustancias

Detecta bajas concentraciones de mutagenos

Reproducibilidad

Ciclo de vida de corta duracién

Econdémico

Detecta un amplio espectro de alteraciones genéticas
inducidas por agentes fisicos y quimicos en el ADN;
presenta rutas de desintoxicacién similares a las de
mamiferos.

Existen gran cantidad de marcadores fenotipicos que
permiten analizar gran variedad de eventos.

Es uno de los sistemas de bioensayo mas rapido y
eficiente, pudiéndose, realizar estudios in vivo e in
vitro; versatilidad para la eleccién de protocolos.

9-10diasa 25 °Cy 60 % de humedad relativa.
Se le mantiene a bajo costo y en poco espacio;

produce gran cantidad de descendencia, hasta 500
organismos por pareja.

1.4.1. Biologia del desarrollo

El desarrollo de la mosca del vinagre, Drosophila melanogaster presenta un periodo de

embriogénesis dentro del huevo y una sucesién de estadios larvales que culminan con una

metamorfosis completa (holometabola) de la que finalmente surge un imago o adulto. La

secuencia y duracién de los diferentes estadios en el ciclo de vida son: huevo, un dia; larva

de primer estadio, un dia; de segundo, un dia, y de tercero, un dia; pupa, 4.5 a 5 dias.

La duracion del ciclo de vida completo es de 9.5 a 10 dias en condiciones controladas de

temperatura y humedad relativa, 25 °C y 60 %, respectivamente (figura 3) (Demerec, 1965;

Roberts, 1986; Ramos et al., 1993).



Fig. 3 Ciclo de vida de Drosophila melanogaster es de 10 dias a 25 °C a) huevo, bl) larva de primer
estadio, b2) larva de segundo estadio, b3) larva de tercer estadio, c) pupay d) adulto.

La larva presenta dos linajes celulares diferentes; las células larvarias y las imagales. Las
células larvarias forman el cuerpo de la larva y se caracterizan porque han perdido la
capacidad de division y s6lo aumentan su volumen. Las células imagales tienen tamafio
pequefio, constitucion cromosomica diploide, retienen la capacidad de divisiéon celular,
estdn determinadas genéticamente pero se diferencian hasta que la larva entra en
metamorfosis; estas células se localizan en estructuras caracteristicas denominadas discos
imagales, los cuales son primordios celulares que incrementan su tamafio al multiplicarse el
ndmero de células mediante divisiones mitdticas que ocurren en momentos particulares
durante el desarrollo larvario.

Durante la metamorfosis, la hormona ecdisona desencadena una serie de cambios en el
organismo, los cuales involucran la destruccion de ciertos tejidos y o6rganos larvarios
(histolisis) y la organizacion de estructuras del adulto a partir de un complejo de discos
imagales. Los 6rganos que son completamente histolizados durante la metamorfosis son las
glandulas salivales, el intestino, los cuerpos grasos y los muasculos. El estado pupal toma
de 3 a 5 dias y termina cuando emerge el imago o adulto (figura 4) (Demerec, 1965;
Roberts, 1986; Ramos et al., 1993).



Fig. 4 Los discos imagales de Drosophila melanogaster originan diversas estructuras del adulto por una
serie de divisiones mitéticas. (Tomado de Mufioz-Moya, 1994).

1.4.2. Reconocimiento fenotipico del sexo

El dimorfismo sexual en Drosophila melanogaster es positivo hacia la hembra, es decir, el
tamanfo de las hembras por lo general es mayor que el de los machos.

El abdomen del macho tiene en su extremo terminal tres segmentos fusionados,
visiblemente melanizados; por su parte, el abdomen de la hembra, no tiene fusionados estos
segmentos y la coloracion de éstos 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 esté
formada por mdltiples piezas, generalmente de coloracion oscura. Otras estructuras
auxiliares en la distincion de los sexos es la presencia de peines sexuales que constan de
una hilera de aproximadamente 10 cerdas cortas y gruesas, de color negro y con apariencia
de peine; son Unicas en los machos y se localizan en la region basal del tarso del primer par
de patas (figura 5) (Demerec, 1965; Roberts, 1986; Ramos et al., 1993).
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Fig. 5 Dimorfismo sexual en Drosophila melanogaster: a)macho, b)1*" par de patas del macho, ¢) peine
sexual, d)aspecto ventral, €) aspecto lateral de la parte terminal del abdomen, f) placa genital; g)
hembra h) 1°" par de patas, i)aspecto ventral, j) aspecto lateral de la parte terminal, k) genitales de la
hembra (Tomado de Ashburner y Carson, 1986)



2. OBJETIVO

El objetivo del presente trabajo es evaluar la actividad teratogénica de las hojas del pirul,

Schinus molle (L) en el sistema in vivo de la mosca del vinagre, Drosophila melanogaster.

3. HIPOTESIS

Los metabolitos secundarios contenidos en el extracto acuoso de las hojas del pirul,
presentan un efecto nocivo sobre el desarrollo de las larvas expuestas y presentaran
alteraciones morfoldgicas en el estado adulto.



4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Obtencién del pirul

Las hojas de pirul, Schinus molle, se colectaron en el mes de junio del 2001 en la facultad
de Ciencias UNAM.

4.2. Concentraciones

En experimentos preliminares se determinaron las concentraciones del extracto de hojas a
utilizar. Se molieron 5 g de hojas de pirul en un mortero y se agregaron 100 ml de agua
destilada, posteriormente se filtrd el macerado con una malla de tela. A la solucion
obtenida, se consider6 como el 100 % y a partir de ésta se hicieron diluciones sucesivas
para obtener las concentraciones a probar: 0.012, 0.024, 0.049, 0.097, 0.19, 0.39, 0.78,
1.56, 3.12, 6.25, 12.5, 25, 50 y 100 %. Como disolvente y testigo negativo se utilizd agua
destilada. Se realizaron 3 repeticiones del experimento.

4.3. Tratamientos

Las moscas utilizadas fueron del tipo silvestre, (c-s). Los cultivos de moscas progenitoras
se mantuvieron en frascos lecheros con medio de cultivo elaborado de acuerdo con Ramos
etal., (1993).

Los progenitores se transfirieron a medio de cultivo fresco para la recolecta de huevos
durante un periodo de 8 h. Tres dias después, se obtuvieron larvas de tercer estadio (72 + 4
h) que fueron sometidas al tratamiento.

Para evaluar la actividad teratogénica del pirul, las larvas se recuperaron del medio de
cultivo por el método de No&thinger (1970), que consiste en separar las larvas del medio,
mediante una solucion concentrada de sacarosa al 20%, posteriormente la solucion se vertio
en un embudo de separacion, del que se recuperaron las larvas por flotacion, utilizando una

malla de nylon y se enjuagaron en agua corriente.



Para los tratamientos, las larvas se transfirieron a tubos homeopéticos que contenian 0.7 g
de medio instantaneo Carolina (Biological Suply Co. Burlington, N.C., USA) y 3.5 ml de la
solucion a probar recien preparada, asegurando de esta manera que la concentracion del
compuesto en todo el medio de cultivo estuviera repartida de manera uniforme. Las larvas
se alimentaron por un periodo de 48 h hasta que emergieron las moscas adultas para una
exposicion de 72 X 48 h.

4.4. Andlisis de las alteraciones

Después de 10 dias de iniciado el tratamiento los organismos adultos se sacrificaron por
exceso de anestesia (éter) y se fijaron en etanol al 70 % para su posterior observacion. De
cada mosca fue analizada la superficie dorsal, ventral y lateral; (inspeccionados las cerdas,
patas, segmentacion, alas, halterios, antenas, ojos y las partes bucales) con un microscopio
de diseccion a 25 X.

Durante la observacion de cada individuo se determino el tipo de malformaciones méas
frecuente y evidente, que comprendié la placa genital de los machos y en las placas genital
y anal de las hembras, por lo anterior el conteo de organismos con alteraciones se centrd en
aquellos machos que presentaban una visible elongacion del ultimo segmento abdominal
(placa genital), y una curvatura del mismo segmento en direccion del eje antero-posterior
de la mosca, ya que en condicion normal no se observa alongado y con la orientacion de la
placa genital hacia la region ventral. Para el caso de las hembras se contaron como alteradas
aquellas que presentaron un pronunciado alargamiento del Gltimo segmento abdominal o
placa genital, combinado con una apertura mayor de la placa anal, incluso con
engrosamiento evidente de las cerdas que rodean a esta estructura. Lo observado en
contraposicién al patron anatomico normal apreciable como Gltimo segmento no alargado,
guardando proporcion con el resto del cuerpo, una placa anal cerrada, descansando sobre
region dorsal del segmento final abdominal con cerdas circundantes largas y delgadas
(figura 6).



Fig. 6 Alteracion méas comun (placa genital y anal) en hembras de Drosophila melanogaster.

4.5. Andlisis estadistico

Los indices de sobrevivencia (IS) y la proporcion sexual (Psex) fueron comparados con un
analisis de varianza y una posterior comparacion multiple de medias por el método de
Turkey. Por su parte los indices de organismos alterados en los controles y en los lotes
sometidos a tratamientos, fueron comparados usando la prueba de z para proporciones. En

todos los casos se fijo a a=0.05.

IS= Numero de individuos del lote experimental/Numero de individuos del lote testigo.
Psex= Numero de machos/Total (machos y hembras).

En la figura 7, se muestra la metodologia utilizada para evaluar la participacion del extracto
acuoso del pirul en la posible respuesta teratogenica en Drosophila melanogaster.



Cruza progenitora canton-s
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Sincronizar (8 hr)
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Obtencion de larvas de tercer estadio (72 + 4 h)
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Tratamiento subcrénico (E= 72 X 48 h)
[0.012-100%]

Observacion de alteraciones
(Microscopio estereoscopico 25 X)

Analisis estadistico

Fig. 7 Resumen de la metodologia.



5. RESULTADOS

Los resultados obtenidos en cada repeticion, fueron comparados, y al no encontrar diferencias
entre ellos, se procedi6 a sumarlos con el fin de aumentar el tamafio de muestra.

El indice de sobrevivencia, esta representado como la relacién entre el nimero de moscas
adultas recuperadas en cada tratamiento entre el nimero de moscas de los testigos
concurrentes, siendo de 1 para el lote testigo. En la tabla 11l y figura 8, se muestran los
indices de sobrevivencia obtenidos en los tratamientos con el pirul. El indice de
sobrevivencia se ve afectado en todas las concentraciones empleadas, inclusive en la
concentracion de 0.012 %, se obtiene IS de 2.08, lo cual nos indica que el pirul no es téxico
en las concentraciones probadas. Solo en la concentraciones de 0.049 % (0.97) y 0.097 %

(0.82) disminuye, pero no es estadisticamente significativa.

Tabla I11.- indice de sobrevivencia de moscas del tipo silvestre, tratadas con el pirul £ error estandar
(ee). Exposicién=72 X 48 h.
Concentracion Numero de indice de
[96] organismos Sobrevivencia
(xee)
0 415 1.00+0.00
0.012 649 2.08 +£1.11
0.024 507 1.45+0.43
0.049 398 0.97 +0.29
0.097 373 0.82 +0.08
0.19 550 1.72+0.70
0.39 489 1.39+0.44
0.78 414 1.38 £ 0.67
1.56 391 1.30+0.39
3.12 453 1.29+0.34
6.25 540 1.56 +0.46
12.5 392 1.04 £0.29
25 499 151+0.50
50 434 158 +£0.79

100 494 1.29+0.19




Fig. 8 Indice de sobrevivencia obtenido de moscas tipo silvestre, tratadas con el pirul.
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En la tabla IV y figura 9, se observa que en la concentracion 0.097% se obtiene méas
machos que hembras, pero en general extracto del pirul no modifica significativamente el

Psex de machos ni de hembras.

Tabla V.- Proporcion sexual de moscas del tipo silvestre, tratadas con el pirul £ ee). Exposicién=72 X
48 h.

Concentracion Numero de Hembras (£ ee) Machos (+ ee)

[%%6] organismos
0 415 0.52+0.01 0.48 £0.01
0.012 649 0.47 £0.02 0.53+0.02
0.024 507 0.48 £ 0.04 0.52 £0.04
0.049 398 0.64+£0.18 0.36 £0.18
0.097 373 0.39+£0.10 0.61+0.10
0.19 550 0.50 £ 0.03 0.50 £ 0.03
0.39 489 0.48 £0.03 0.52£0.03
0.78 414 0.53 +£0.07 0.47 £0.07
1.56 391 0.50+£0.03 0.50 £ 0.03
3.12 453 0.51+0.03 0.49 £ 0.03
6.25 540 0.51+0.01 0.49+0.01
12.5 392 0.48 £0.03 0.52£0.03
25 499 0.49 £ 0.02 0.51+£0.02
50 434 0.50+£0.05 0.50+£0.05
100 494 0.47 £ 0.02 0.53 +0.02




Fig. 9 Proporcidn sexual, obtenido de moscas tipo silvestre tratadas con el pirul. E=72 X 48 h.
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En la tabla V y figura 10, muestra la FA obtenidas en las moscas de tipo silvestre, tratadas
con el pirul, se observa que en la mayoria de los tratamientos se obtienen frecuencias
menores al lote testigo (siendo significativo en las concentraciones de 0.049, 1.56, 6.25, 25
y 50; p < 0.05). Cabe mencionar que en la concentracion de 0.078 % es donde se

incrementa la FA de 0.61 a 0.64, siendo estadisticamente significativa (p < 0.05).

Tabla V.- Frecuencia de alteraciones de moscas del tipo silvestre, obtenido con el pirul = EE.
Exposicién= 72 X 48 h.

Concentracion Numero de Alteraciones Frecuencia de

[%] organismos alteraciones
0 415 254 0.61

0.012 649 384 0.59

0.024 507 285 0.56

0.049 398 155 0.39

0.097 373 198 0.53

0.19 550 294 0.53

0.39 489 243 0.50

0.78 414 266 0.64

1.56 391 153 0.39

3.12 453 239 0.53

6.25 540 259 0.48

12.5 392 235 0.60
25 499 216 0.43
50 434 189 0.44

100 494 282 0.57




Fig. 10 Frecuencia de alteraciones, obtenido de moscas del tipo silvestres tratadas con el pirul. E=72 X

48 h.
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En la figura 11, se muestran los resultados del indice de sobrevivencia y la frecuencia de

alteraciones.

[’y

14
S

s

i

ool

No se encontré relacion entre los dos marcadores.

P

- -4

R S 4

n.01

Loy}
Log [*s]

Fig. 11 indice de sobrevivencia y frecuencia de malformaciones, obtenido de moscas del tipo silvestre

tratadas con el pirul. E=72 X 48 h.



6. DISCUSION

El pirul es una especie a la que se le han atribuido propiedades y acciones terapeuticas, en
varios paises de América Latina incluyendo a México, se le adjudican propiedades
medicinales (Ruffa et al., 2004).

Como se puede apreciar, su uso es muy amplio (como el de casi todas las plantas
medicinales), principalmente en personas que no tienen recursos econémicos ni asistencia
social. Como ocurre con gran parte de las plantas con actividad medicinal supuesta o
probada (Ruffa et al., 2004), pocas veces se realizan estudios enfocados a determinar otro
tipo de actividad que pudiera presentarse de manera colateral y provocar efectos
indeseables o inclusive, existe la posibilidad de que algunos compuestos o sus derivados
pudieran ser mutagénicos, carcinogénicos o teratogénicos. Por lo tanto, el objetivo del
presente estudio fue determinar si los metabolitos del extracto acuoso de las hojas del pirul
presenta actividad teratogénica en la mosca del vinagre Drosophila melanogaster y de esta
manera contribuir a la investigacion en este campo, ya que no hay literatura que indique
que el pirul es teratogenico.

Las ventajas que nos ofrece el trabajar con D. melanogaster como modelo para evaluar
posibles teratdgenos son amplias. La mosca del vinagre, es un organismo con el cual se han
desarrollado poderosas técnicas genéticas y moleculares para la identificacion y
caracterizacion de muchos genes. Se ha establecido que comparte muchos genes con
vertebrados, como los involucrados en varios procesos celulares y del desarrollo. Estas
similitudes bésicas en la estructura y funcion celular entre la mosca y los vertebrados es
porque comparten vias para: la sefializacion intercelular (Pawson y Berstein, 1990), patrones
de desarrollo (Krumlauf, 1992), aprendizaje y comportamiento (Kandel y Abel, 1995),
formacion de tumores y metastasis (Potter et al., 2000), degeneracion neuronal (Fortini y
Bonini, 2000), efecto de drogas y neurotransmisores en el comportamiento (Bainton et al.,
2000; Li et al., 2000) y en el suefio (Shaw et al., 2000; Hendricks et al., 2000).

Uno de los factores prioritarios a controlar en cualquier protocolo que involucre el uso de
Drosophila es el evitar someterlas a estrés innecesario, porque esto podria, tener efectos
adversos en el desarrollo del organismo (Powell, 1997).

El nimero aproximado de larvas en cada vial fue de 100 y no un nimero exacto, ya que al

contarlas implicaria el manipularlas directamente y esto generaria estrés que pudria afectar



los resultados. Aun con estas precauciones, el manipular las larvas por el método de
Nothinger, (1970), implica un cambio brusco en la temperatura, el método es eficaz pero
podria resultar en un evento estresante para las larvas.

Al analizar los parametros como el indice de sobrevivencia, no se encontraron diferencias
significativas, esto siguiere que los metabolitos secundarios que estan contenidos en el
extracto acuoso de las hojas del pirul no son tdxicos para Drosophila. Si los metabolitos
presentaran un efecto toxico, la poblaciébn de moscas disminuiria en los lotes
experimentales, como se puede apreciar. En la concentracion de 0.97 %, se obtuvo un IS
del 0.82, pero estadisticamente no es significativo. Estos resultados nos indica que el pirul
no es toxico, porque que el IS esta dentro de los estandares, ya que si se obtiene un indice
de sobrevivencia menor al 0.70, se considera que el compuesto (s) empieza (n) a ser toxico
(s). Se menciona en la literatura que el pirul puede ser utilizado como insecticida, contra
varios insectos (Triatoma infestans, vector del mal de Chagas) y principalmente contra la
mosca doméstica (Ferrero et al., 2006);

En este estudio no resultd tener esta propiedad ya que como se indicd anteriormente no
influy6 en el IS de la poblacion, ademas de que los metabolitos que tienen esta capacidad
son los terpenos, que por tener un origen lipidico, probablemente no fueron recuperados en
el extracto acuoso por ser insolubles en el agua.

Los metabolitos contenidos en el pirul, influyen en la sobrevivencia, como se pudo estimar,
por regla general en todos las concentraciones empleadas se recobré un IS mayor al lote
testigo que no seria normal, pero el efecto si es debido al pirul. Las moscas que deberian de
haber muerto de manera natural, sobrevivieron y se recobraron los adultos, esto puede
deberse a que los metabolitos extraidos de las hojas del pirul, de alguna manera
encendieron alguna (s) ruta (s) en el metabolismo que les permitié sobrevivir ya que
muchos metabolitos como flavonoides (que también estan presentes en el pirul) participan
protegiendo del dafio oxidativo; por otro lado, también pudo deberse que estas larvas
recibieron una sefial que dispard una respuesta anti-estrés; hasta el momento no se pude
determinar cual fue él o los metabolitos que desencadenaron estos efectos pero se sugiere
que probablemente son los flavonoides, que se sabe que tiene la propiedad de proteger a las

celulas del estrés oxidativo (Bisht et al., 2009).



Al analizar la Psex, que se esperaria que sea del 0.50 para hembras y 0.50 de machos
(proporcion 1:1, por la determinacion del sexo que es XX para hembras y para machos
XY), no se ve alterado en la mayoria de las concentraciones empleadas y no es
estadisticamente significativo. Cabe mencionar que el Psex se modifico en las
concentraciones de 0.097 % (machos de 0.61 y de hembras el 0.39) y 0.049 % (0.36 para
hembras y de 0.64 para machos), pero de igual manera no resultdé estadisticamente
significativo, no hay una relacion de que se estuviera recobrando mas moscas de un solo
Sexo, ya que en estas dos concentraciones se revierte la proporcion de cada sexo, ademas de
que el sexo predeterminado es el de macho.

A pesar de que hay informacién disponible en experimentos con animales sobre
teratogenicidad de mas de 2500 quimicos, solamente existe un numero limitado de
teratdgenos a los que también se les reconoce como teratdgenos humanos (Shepard y
Lemire, 2004).

Muchos de los compuestos sintetizados por las plantas son teratogénicos en animales de
laboratorio, pero solo unos pocos presentan esta propiedad cuando se administran en el
alimento (Keeler, 1984). La gama de componentes de plantas, conocidas como poseedoras
de efectos teratogénicos comprende 14 grupos diferentes como los alcaloides, cumarinas,
lignanos, macrélidos, nitrilos, terpenos, aceites esenciales, aminoacidos toxicos Yy
compuestos no identificados de muchas plantas, la mayoria de los teratogenos contienen
nitrégeno. (Evans, 1991). La informacion sobre el potencial teratogenico de plantas que se
ha venido acumulando a lo largo de los afios, puede ser organizada en tres grandes grupos:
1) Plantas conocidas como teratogénicas con teratdgenos conocidos, 2) Plantas conocidas
como teratogénicas con teratdgenos no identificados y 3) plantas que se sospecha que
tienen actividad teratogénica. Se incluye en el primer grupo a los teratdgenos de los géneros
Lupinos, Veratrum, Conium y Leucaena; en el segundo grupo se incluye los géneros
Astragalus, Nicotiana y Trachymene; y en el tercer grupo estan incluidos los géneros
Datura, Prunus, Sorghum y Senecio (Keeler, 1984).

Muchos de los metabolitos secundarios contenidos en las hojas del pirul estan agrupados en
alguno de estos 14 grupos como se mostré anteriormente; Se sabe que el pirul puede
inducir contracciones en el Utero por lo cual no se recomienda durante el embarazo ya que

produciria que el desarrollo del embrién no llegara a término o inclusive que fuera



teratogeno (Ruffa et al., 2004); pero en la literatura no hay informacion acerca de las
propiedades teratogenicas del pirul.

La prueba de teratogénesis en Drosophila melanogaster (Drosophila Teratogénesis Test,
DTT), se ha empleado para caracterizar la toxicidad de compuestos quimicos en el
desarrollo embrionario. Los resultados obtenidos en esta prueba, indican que al tratar a los
huevos y a los tres estadios larvarios con quimicos particulares se producen alteraciones
especificas en las moscas adultas. En un estudio realizado por Schuler et al (1982, en el
cual probd 17 quimicos; 15 tienen efectos toxicos en desarrollo de mamiferos, 1 negativo y
en otro debil positivo. Los 17 quimicos probados presentan la misma actividad, 15 de 15
fueron toxicos activos en el desarrollo, también generaron una o mas anormalidades
morfoldgicas en los adultos que emergieron. En otro estudio se probaron mas de 32 agentes
quimicos, de los cuales 18 cumplieron con los requerimientos de evaluacién; 13 fueron
positivos y 5 fueron negativos; por otro lado, de 13 agentes quimicos con actividad
teratogénica en mamiferos, solo 10 fueron correctamente identificados en esta prueba;
cuatro de cinco quimicos sin efecto aparente sobre el desarrollo fueron correctamente
identificados como falsos positivos en una tasa del 20 %. La sensibilidad de este bioensayo
fue del 77 %; y una especificidad del 80 %; en general la exactitud fue del 78 % (Lynch, et
al., 1991). Esto resultados indican que Drosophila melanogaster puede ser empleada para
la caracterizacion de contaminantes ambientales con potencial teratogénico.

Cabe mencionar que en estos estudios no se han probado extractos de plantas con actividad
medicinal. Los criterios que utilizaron para evaluar el efecto teratogénico en los estudios
antes mencionados s6lo se concretan en estructuras como las alas (tipo Notch, donde las
alas presentan muescas) y las cerdas humerales (tipo Bent, las cerdas tiene un angulo de 90
).

En este estudio los resultados obtenidos indican que el pirul presenta actividad
teratogénica, resultando estadisticamente significativo en la concentracion de 0.78 %.
Aunque se analizaron todas las estructuras de las moscas (patas, 0jos, antenas, cerdas etc.)
solo se recobraron malformaciones en la placa genital de los machos y placa genital y anal
de las hembras. El efecto observado en las otras concentraciones probablemente se deba a
que en el lote testigo también se encontro estos tipos de alteraciones con una frecuencia del

0.61. En los demaés lotes experimentales se obtienen valores inclusive menores que el lote



testigo, el resultado obtenido nos indica que se tienen que estandarizar los criterios de
evaluacion para poder llegar a un resultado més concreto.

Por otro lado, los resultados pudieran no ser los esperados (para las otras concentraciones
empleadas), por contener metabolitos que se sospecha que presentan actividad teratogénica
como la quercetina y caemferol, probablemente los metabolitos secundarios contenidos en
el extracto acuoso, solo en cierta concentracion alcanzaron adecuadamente los érganos
blancos. La formacion de la region terminal en las hembras comienza aproximadamente 6
horas después de formacion del pupario y que involucra una serie de eventos celulares
complejos y que finalmente completan el desarrollo a las 52 horas de la formacion del
pupario. En el caso de los machos, la morfogénesis de la region terminal comienza en las
primeras horas después de haberse formado el pupario y se completa 31 horas después,
(Jurgens y Hartenstein, 1993). En ambos casos la morfogénesis de la region final
abdominal se completa en las Gltimas horas de la fase de pupa, cuando la metamorfosis se
estd terminando. Por el tiempo de formacion de estas estructuras es muy probable que él o
los compuestos interfieran con el desarrollo. Por otro lado, se podria pensar que en las
concentraciones donde la frecuencias de alteraciones es menor que la del testigo, las
moscas que pudieran tener alteraciones moririan por el tratamiento resultando toxico, pero
como se puede apreciar en la figura 11, no hay relacién, ya que en la mayoria de dichos
tratamiento se recobran mas organismo que en el lote testigo.

Por consiguiente se requieren hacer méas estudios que involucren exposiciones totalmente
cronicas con este extracto; ademas de probar otro tipo de extractos (etanol y cloroformo)
que puedan contener otros metabolitos que no fueron recuperados en el extracto acuoso.
Ademas, caracterizar si se estan sintetizando proteina antiestrés (por ejemplo la proteinas
de choque térmico, HSP y algunas antioxidantes como: catalasa (CA), super oxido
desmutasa (SOD), tioredoxinas (TRX), factor de crecimiento (IGF)) que pudieran estar

involucrada en la respuesta obtenida en D. melanogaster.



7. CONCLUSIONES

1.- El extracto acuoso del pirul no resultd toxico (1S), ni alteré la proporcion sexual en

Drosophila melanogater.

2.- El pirul es teratogénico, en la concentracion de 0.78 %.

3.- No se encontrd correlacion entre los biomarcadores, 1S, Psex y la frecuencia de

malformaciones en la respuesta obtenida.

4.- Se requieren probar otros extractos con diferentes disolventes (metano, cloroformo

hexano, etc.).

5.- Drosophila melanogaster puede ser utilizada para evaluar el potencial teratogenico de

extractos de plantas (mezclas complejas).
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