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1. RESUMEN.

En la actualidad México ocupa uno de los primeros lugares a nivel mundial en el
numero de plantas medicinales registradas que va de entre las 3,000 a 5,000
especies. Una de estas plantas es Poliomintha longiflora, un arbusto perenne de
la familia Lamiaceae, nativo de Norte América. En el pais se distribuye al norte y
centro. Conocido comunmente como orégano cimarron, se utiliza para

condimentar alimentos, tratar dolores estomacales, respiratorios y musculares.

Poliomintha longiflora (colectada en el estado de Hidalgo y proporcionada por
Bye R. y Linares E.) se estudid en este trabajo para determinar el riesgo téxico y
genotodxico del uso de extractos acuosos (en dos modalidades, infusién al 1%,
5% y 10% y decoccion al 10%). También se realizdé una determinacién cualitativa
de metabolitos secundarios presentes en la especie por pruebas coloridas y de

precipitacion.

Para el ensayo de toxicidad se elaboraron extractos acuosos de Poliomintha
longiflora: infusién -decoccion de corto tiempo- de 1, 5y 10% y decoccion 10%, a
los que se expusieron larvas de 72 horas + 3 horas de edad. Al emerger los
adultos se determiné la sobrevivencia de los individuos. Los resultados indicaron

una sobrevivencia mayor al 80% en todas las concentraciones probadas.

Para el ensayo de genotoxicidad SMART, se utilizaron larvas mwh + /+ fIr®, de
72 = 3 horas de edad, que fueron expuestas a tratamientos cronicos, via

alimentacion, (medio instantdaneo “Carolina”), con extractos acuosos de
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Poliomintha longiflora (infusion 1, 5 y 10 % y decoccion 10%) y al control
negativo concurrente (agua). Al emerger los adultos, se realizaron preparaciones
de las alas, éstas se observaron al microscopio y se registrd la presencia de
manchas en las alas localizacion, tipo y tamafo, de acuerdo con Graf et al.,1984.
Los resultados se analizaron con el programa SMART PC-VERSION 2.1. No se
encontraron diferencias significativas en la frecuencia de manchas obtenidas
entre los tratamientos y el control. Por lo cual se puede decir que Poliomintha

longiflora no es genotodxica bajo las condiciones probadas en este trabajo.

En la determinacion cualitativa de grupos de metabolitos se detectd presencia de

terpenos, fenoles, flavonoides y glucdsidos en extractos organicos y acuosos.



2. INTRODUCCION.

2.1. TOXICOLOGIA.

Desde la antigliedad se ha reconocido la existencia de sustancias que causan
efectos dafinos en los seres vivos (Bello y Lopez de Cerain, 2001). Existen
numerosos registros como el papiro de Ebers (1500 a.C.); documentos escritos
por Hipocrates, Teofrasto, Dioscorides, Miamédnides y Giacomini, entre otros, que
hacen referencia a un gran numero de venenos como la cicuta y el opio
(Dominguez, 1983; Bello y Lépez de Cerian, 2001). Este conocimiento siguio
enriqueciéndose a lo largo de la historia, basado en la experiencia empirica del
efecto nocivo de algunas sustancias aplicadas a diversas actividades como la
caza, la guerra o envenenamientos, algunas vinculadas a un tono de misterio e
incluso magico. Fue hasta el siglo XIX que el espafiol Mateo Orfila, considerado
el padre de la toxicologia moderna, introdujo las metodologias cientificas en el
abordaje del estudio de las sustancias dafinas. Su libro titulado Toxicologia

General, marco el comienzo de esta ciencia (Bello y Lopez de Cerain, 2001).

La toxicologia es la ciencia encargada del estudio de los agentes fisicos,
quimicos o biolégicos que son capaces de actuar sobre los organismos,
reduciendo sus funciones o afectando su sobrevivencia, asi como de la
descripcion y comprension de las acciones nocivas, con el objetivo de alcanzar
una mejor comprension de los mecanismos bioquimicos y fisiolégicos que rigen

estas interacciones para detectar, tratar y prevenir algun dafio. Para lo cual se ha



dividido en diferentes ramas (Tabla 1) y creado diferentes procedimientos y

medios que permiten detectar e identificar dichos agentes y su toxicidad

(Repetto, 1995; Repetto y Repetto, 2009; Bello y Lopez de Cerian, 2001;

Bayantine, 2005; Garcia, 2008).

Tabla 1

Principales Ramas de la Toxicologia
(tomado de Bello y Lopez de Cerian 2001).

Toxicologia
clinica

Toxicologia
ocupacional

Toxicologia
del medio
ambiente

Toxicologia
alimentaria.
Toxicologia
genética

Toxicologia
forense

Se encarga del tratamiento para contrarrestar los efectos téxicos en los
seres humanos.

Se ocupa de las intoxicaciones laborales, ya sean accidentales o

resultantes del ambiente o de las labores cotidianas.

Se ocupa de los efectos dafiinos en el ambiente fisico y el bioldgico.

Esta rama se hace cargo del estudio de contaminantes en los alimentos en
un sentido amplio, investiga los procesos involucrados en la produccion,
industrializacion, y habitos alimenticios.

Se encarga del estudio de las sustancias toxicas que inducen dafios en el
material genético.

Se encarga de los aspectos médicos-legales del uso de agentes toxicos
sobre los seres humanos.

En perspectiva, la toxicologia se encarga del estudio del origen, propiedad y

actividad de las sustancias dafinas: de los efectos de las interacciones de éstas

y su receptor en los casos determinados, la relacion dosis — respuesta, la

relacion dosis - efecto, los efectos a exposiciones cronicas y agudas, la

selectividad de la accion, niveles sin efectos daninos y proteccion ante téxicos

(Bello y Lépez de Cerain, 2001).



El comprender los mecanismos que originan toxicidad en los organismos es un
procedimiento complejo. El conocimiento empirico permite, aun en la actualidad,
que se reconozca el riesgo que representa la exposicién a diversos compuestos
y mezclas complejas que pueden provocar dafos a la salud. Muestra de ello es
la clasificacion que se ha hecho de algunos productos como benéficos o
venenosos. Sin embargo, desde un punto de vista cientifico, esto es insostenible,
ya que no es posible delimitar estrictamente los productos buenos para la salud
de los venenosos; lo que si es posible es reconocer rangos de riesgo referente a

la seguridad de uso (Bello y Lépez de Cerain, 2001).

El término toxicidad se refiere a la accion danina en el organismo al exponerse a
determinado agente. Un téxico es toda aquella sustancia que a determinadas
concentraciones produce alteraciones pasajeras o permanentes incompatibles
con la buena salud del organismo. Cuando corresponden a agentes exégenos al
organismo suele llamarseles xenotoxicos, entre estos figuran los farmacos, las
sustancias quimicas industriales, los venenos presentes en la naturaleza y los
contaminantes del ambiente, entre otros (Walker, 1998; Bello y Lépez de Cerain,

2001; Pena et al, 2001, Silbergeld et al, 1998).

Hay que recordar respecto a esto, que para que se observe un efecto nocivo es
necesario alcanzar cierta concentracién, rebasando en cualquier caso, los
niveles limites. Otro factor determinante, es la via de administracion, puesto que

de ella depende la cantidad de sustancias daninas que ingresan al organismo y



la velocidad de su distribucidn. Por ultimo, el tiempo de exposicion es esencial,
de acuerdo a éste, el dafo toxico puede ser mas o menos intenso (Bello y Lopez

de Cerian, 2001; Pefia et al., 2001).

El efecto de un compuesto téxico se puede clasificar en dos tipos: directo
(cuando la estructura primaria del agentes es responsable del efecto que se
observa en el organismo), o de efecto indirecto (resultante de la formacién de
algun o algunos metabolitos secundarios debidos a la interaccion del agente en

el organismo) (Pefia et al., 2001).

2.2. METABOLISMO DE SUSTANCIAS TOXICAS.

Si bien es cierto que no todas las especies poseen la misma informacion
genética, los mecanismos de accion y reacciones metabdlicas son practicamente
iguales en todos los organismos, aunque la capacidad bioquimica varia mucho
en los distintos organismos (Pefia et al., 2001). La mayor parte de los procesos
metabdlicos que ocurren en los seres vivos referentes a los compuestos toxicos,
van encaminados a lograr su eliminacion, para lo cual se pueden distinguir dos
tipos de biotransformaciones: de Fase | o reacciones de oxidacién, reduccion o
hidrdlisis, y de Fase Il o reaciones de conjugacién o derivacion (Pefa et al.,

2001; Bello y Lépez de Cerain, 2001).

En la Fase |, las transformaciones ocurridas aumentan la polaridad de los
compuestos, lo que disminuye los efectos toxicos (Garcia, 2008). Las reacciones

mas frecuentes son: oxidacién, hidroxilacion, epoxidacion, sulfoxidacion,
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desulfonacion, nitro-reduccion, azo-reduccién, deshalogenacién, reduccién de
aldehidos e hidrdlisis (Figura.1) (Doménech, 1999; Capé, 2007; Pefa et al.,

2001; Garcia, 2008).

Oxidacién
Oxidacién alifatica RCH3; — RCH,0H
Hidroxilacién
—r
—b
Epoxidacion R-CH,~CH,~R —— R— ::H CHR
0
Sulfoxidacion R-5-R —+ R_§-R
S 0
1l
Desulfenacion R-C-R —* R—(Ifl—R
Reduccion
. o R-NO3 —— RNH,
Nitro-reduccion
Azo-reduccién RN =N —FRNH;~ RNH
Deshalogenacion R-CCl; —RCHCI ;
Reduccién de aldehidos RCOR" — RCHOHR
Hidrélisis .
Nitro-reduccién NCOOR™ — RCHOOH + ROH
Azo-reduccién RCONHz —» R2COO0OH + NH 3
-

Fig. 1. Reacciones quimicas metabolicas
de la Fase | (tomado de Doménech, 1999).
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Las reacciones de Fase | son catalizadas por enzimas de muy diversa
naturaleza, entre los que se incluyen: los citocromos P450, Ilas
flavinmonoxigenasas, diversas oxidasas como las aminooxidasas, entre otras.
Los citocromos P450 son el miembro mas destacado, son hemoproteinas, que
intervienen fundamentalmente en reacciones de oxidacion aunque también
catalizan reacciones de reducciones e hidrdlisis. Los citocromos P450 requiere
oxigeno molecular y NADPH para oxidar, su accion consiste en incorporar uno
atomo de oxigeno en la molécula del substrato, mientras que el otro atomo es

reducido a agua, como se puede ver en la siguiente reaccion:
RH + NADPH + Oz + H*  Gpaso  "ROH + NADP*+ H,0

Los citocromos P450 se localizan en mayor proporcion en el reticulo
endoplasmico liso y en mayor concentracion en células del higado y en células
del intestino delgado (Repetto, 1995; Garcia, 2008; Silbergeld et al, 1998; Reyes

y Posada, 2006; Funch et al., 1993; Scolt et al., 1998).

Las reacciones de reduccidon mas comunes son: la transformaciones de nitro-
reduccion de aromaticos a aminas, azoreduccion de aminas primarias y la

deshalogenacion reductiva (Pena et al, 2001).

En la Fase Il se dan otros procesos, que incrementan la hidrélisis, para facilitar la
excrecion de la sustancia toxica, en la que los sustratos de inicio son los
productos obtenidos de la Fase I. La mayoria de las enzimas que catalizan estas

reacciones se localizan en el citosol. El nombre de las enzimas que catalizan las
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reacciones de la Fase Il, suele derivarse del radical endégeno que participa en
conjugacion por ejemplo: cuando hay una acetilacion la enzima responsable es
una N-acetiltransferasa. Las reacciones mas comunes son la glucuronidacion,
sulfatacion, aminoacidacién, glutationizacién, metilacion y acetilacién (Figura 2)

(Pena et al., 2001).

. . R-0OH UDPG R-0-G
Glucuronidacién g, R-NH.G
R-SH UDPGTransferasa R-S-G
& SAM
i R-OH R-S03
—_—
Sulfatacion R, R - NH SOs

Sulfotransferasa

Aminoacidacion

R-COOH +H,N-CH,-COOH —# R-CO-NH-CH2-COOH

Glutationizacion o 6  RCHh-GHOH
R-CH—CH, 50O - CH,
Metilacién R-OH  _ SAM R-0-CH,
5 ¥ Acetil CoA
Acetilacion RNH, cett&o RNH - COCHs

N-acetil Transferasa

Fig.2. Reacciones quimicas metabolicas de la Fase Il
(tomado de Pena et al .,2001).

A pesar de que estas reacciones van encaminadas a la eliminacién de los
agentes toxicos, en algunos casos los compuestos intermediarios formados en
cualquiera de las dos fases pueden dar lugar a metabolitos que pueden resultar

dafiinos, a este proceso se le denomina bioactivacion. Como consecuencia se
12



pueden formar especies muy reactivas que muestran gran afinidad por los

elementos nucleofilicos de los acidos nucleicos y/o proteinas (Pefa et al., 2001).

2.3. TOXICOLOGIA GENETICA.

El efecto producido por un agente téxico puede ser originado por reacciones
electrofilicas, en las que al conjugarse la sustancia dafina con componentes
celulares (como proteinas y DNA) producen oxidacién al saturar sus moléculas
con electrones, provocando disfunciones en las células e incluso la muerte

celular (Pefia et al., 2001).

Se considera como agente genotdxico a toda sustancia que produce alteraciones
en los acidos nucleicos y componentes asociados a nivel subtéxico resultando en
la modificacion de caracteristicas hereditarias o inactivacion del DNA (Ehrenberg

et al., 1978; Mufioz, 1998).

Los danos celulares que afectan la integridad del DNA pueden ocurrir como
consecuencia de procesos biolégicos normales dentro de un intervalo entre
menos de uno y posiblemente hasta 100 errores por cada mil millones (10°) de
nucledtidos replicados, también pueden ser inducidos por agentes fisicos,
quimicos y biolégicos (directa o indirectamente) o ser resultado de la alteracion
del metabolismo celular. En la figura 3, se indican los procesos por los cuales se

puede modificar el DNA.
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Intercalaciones

Formacion de
Radicales

Sitio
| Apirimidico

Alquilacién _

Sitio Apurinico
Rompimientos de hebra

sencilla : -
‘Formacion de

‘aductos
Fosfotriésterescy,

Dano a las bases

Rompimiento de hebra doble

Uniones
cruzadas de Uniones
DNA - proteinas cruzadas

Fig. 3. Dafio al DNA inducido por agentes fisicos
y quimicos ( tomado de Klaassen,2001).

Dentro de la toxicologia, la rama encargada del estudio, deteccion y evaluacion
de agentes fisicos, quimicos y biolégicos sobre el material hereditario es la
toxicologia genética (Brusick, 1987; Garcia, 2008), ésta, se ocupa de los efectos
que ocasionan las genotoxinas, agentes que actuan con alta especificidad sobre
los acidos nucleicos causando un dafio a la salud, que se puede ver reflejado, ya
sea en las células germinales, ocasionando trastornos genéticos hereditarios o
creando problemas de infertilidad, o bien en células somaticas, provocando
muerte celular o enfermedades como el cancer (Margolin, 1985; Vogel et al.,

1991; Klaassen, 2001; Vega y Reyes, 2006).
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Los primeros estudios que han evaluado el efecto de algunos agentes en la
integridad del material genético son los reportados por Muller en 1927, en sus
trabajos aborda la induccién de mutaciones por los rayos X y su relaciéon en la
afectacién de la sobrevivencia de Drosophila melanogaster; mas tarde Stadler
demuestra un efecto positivo en la induccion de mutaciones en plantas
ocasionado por rayos X (Bello y Lépez de Cerain, 2001; De la Rosa y Ruiz,

1997).

En 1942, Auerbach y Robinson demostraron la induccién de mutaciones en la
mosca de la fruta por efecto del gas mostaza, con lo que se indica que algunos
agentes quimicos son capaces de alterar la estructura del material genético. A
esta lista poco a poco se fueron descubriendo una gran cantidad de inductores

de genotoxicidad a distintos niveles (De la Rosa y Ruiz, 1997).

2.4. ENSAYOS DE DETECCION DE GENOTOXICOS.

Los ensayos que evaluan el riesgo de dano por distintos agentes, fueron
elaborados debido a la preocupacion por conocer los efectos que la exposicion a
compuestos toxicos pudieran tener sobre la integridad del genoma humano. Para
lograr evaluar el riesgo de una sustancia, se han disefiado ensayos in vivo € in
vitro (Tabla 2), que permiten analizar y cuantificar la informacion relacionada con
riesgos, entre éstos encontramos el ensayo SMART, el cual ha sido usado por
mas de 14 anos para estudios de evaluacién de genotoxicidad de muchos

compuestos como: carcindgenos, insecticidas, aditivos de alimentos, extractos
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herbales y mezclas complejas (Rao et al.,, 2000; Romero-Jiménez et al., 2005;

Garcia, 2008:).

Tabla 2. Ensayos de toxicidad y genotoxicidad

Ensayo Autor Organismo Descripcion

Ensayo de Ames Ames et al., 1973 Salmonella Ensayo de mutacién recesiva, basado en la
typhimurium reversion del genotipo auxétrofo a protétrofo

en cepas de Salmonella typhimurium

Intercambio de Solomon y Bobrow, 1975  Ratoén, Rata , Detecta el intercambio de DNA (o de hebras)

cromatidas Erickson et al., 1980 Humanos en cromosomas en metafase

hermanas (SCE:

Sister Chromatid

Exchange).

Ensayo de Schmid, 1975 Ratén, Rata, Evalua aberraciones cromosémicas,

micronucleos Humanos ganancia o pérdidas de fragmentos o

(CBMN:cytokinesis-
block
micronucleus) .

cromosomas en células hijas. Producidos por
ruptura cromosomica, errores en la
replicacion y division celular y/o por la accion
de agentes genotdxicos.

Ensayo COMETA
(Single- Cell Gel

Cook y Brazel, 1976

Puede usarse
cualquier poblacion

Método sensible para cuantificar dafio en el
DNA, células embebidas en un gel de
agarosa son sometidas a lisis (alcalina o

Electrophoresis). Ostlins y Johoson, 1984 de células neutra) y a electroforesis. Las células con
Eucariotas mayor dafio del DNA muestran una migracion
Collins, 2004 desde el nucleo hacia el anodo. Provee
informacién del dafio y reparacion.
Dusinska y Collins, 2008
Translocaciones Brusick., 1980 Drosophila Ensayo de dos generaciones sensible a
heredables. melanogaster detectar aberraciones cromosémicas
Ratén reciprocas en 2 generaciones.
Ensayo de letales Lee etal., 1983 Drosophila Evalua modificaciones genéticas mutaciones

recesivos ligados
al sexo (SLRL).

Woodruff et al., 1985
Vogel, 1987

melanogaster

y deleciones inducidas por xenobidticos en
células germinales que de ser letales se
reflejan en la falta de algun marcador
fenotipico después de varias generaciones.

Ensayo de Gocke et al., 1983. Ratén Detecta mutaciones genéticas y

manchas en recombinacion somatica, se basa en la

ratén (Mouse spot observacion de marcadores recesivos.

test).

Ensayo Mutaciéon y Graf et al., 1984 Drosophila Prueba que evallua eventos de recombinacion

Recombinacion
Somaética (SMART).

melanogaster

y mutacion somatica inducida por
xenobioticos
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Letales Green y Auletta 1985

Drosophila

Determina la eficacia del mutagenos,

Autosémicos Sasser et al., 1993 melanogaster utilizando cruzas sucesivas de Drosophila

dominantes. Raton melanogaster con genes dominantes letales,
se evalla la tercera generacion, observando
las mutaciones.

Ensayo de Burlinson, 1989. Drosophila La sintesis de DNA no programada (USD) es

reparacion del melanogaster un ensayo que mide el dafio al DNA por

DNA (USD: proceso de escision y/o replicacion post-
replicativa.

Ensayo de Galloway, 1994. Raton Permite determinar el efecto clastogénico y/o

aberraciones Rata aneugénico. Se basa en evidenciar cambios

cromosémicas Humanos en la estructura de los cromosomas o en su

(CA:Chromosome namero.
aberrations).

Estos y otros ensayos han sido empleados para la evaluacion de riesgos en la
salud humana por consumo de alimentos y medicamentos (incluyendo el
consumo de plantas medicinales). Considerando que México es el segundo lugar
a nivel mundial en el registro de plantas medicinales, su estudio para demostrar
riesgos y beneficios y sobre todo, para garantizar a los médicos y a enfermos la

seguridad de uso, es indudablemente relevante (Muneton, 2009).

3. LA HERBOLARIA EN MEXICO.

La necesidad de aliviar padecimientos y enfermedades ha llevado al ser humano,
desde sus origenes, a la busqueda de alternativas para lograr su bienestar. En
un inicio las propiedades terapéuticas de las plantas fueron encontradas de
forma empirica, un aprendizaje que llevé al hombre a distinguir beneficios y
perjuicios al relacionarse con algunas plantas, que con el tiempo constituyo la

medicina tradicional base de la herbolaria (Mufietén, 2009).
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En todas las civilizaciones la medicina tradicional es muy utilizada, de acuerdo a
estadisticas de la Organizacion Mundial de la Salud, el 70% de la poblacion
mundial hace uso de la herbolaria para tratar diversas enfermedades (Linares et

al., 1999; Jaime, 2007; Bye et al., 1995; Castillo-Juarez et al., 2009).

El interés actual en la medicina tradicional tiene sus origenes en la insatisfaccion
hacia la medicina convencional, en cuanto a su accion insuficiente ante algunas
enfermedades y los efectos secundarios que producen. Otro aspecto que influye,
es el costo y la disponibilidad, factores sociales como el conservar las tradiciones

y a la busqueda de un estilo de vida mas natural (Gonzalez- Gaitan et al., 2004).

En el territorio que actualmente ocupa México, la herbolaria fue usada por
nuestros antepasados para el tratamiento de enfermedades, la riqueza de
especies vegetales dotd6 a la poblacibn de un gran numero de plantas
aprovechables y generacién tras generacién este conocimiento fue transmitido,

hoy en dia aun se sigue haciendo uso de ella (Linares et al, 1999).

La riqueza de plantas medicinales en México quedd registrada desde la
antigiedad, en el Cddice Badiano, escrito en nahuatl por Martin de la Cruz
curandero indigena y traducido al latin por el indigena Juan Badiano, expone el
amplio conocimiento y uso de las plantas para curar enfermedades. A partir de la
traduccion de este escrito durante la conquista, se impulsaron las exploraciones
botanicas y la traducciéon de cddices encaminadas a recopilar mas informacion
de las plantas medicinales (Gonzalez et al., 2004).
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En la actualidad, México ocupa uno de los primeros lugares a nivel mundial en el
numero de plantas medicinales registradas, con un numero de entre 3,000 y
5,000 especies. En cuanto a su uso, del total de la poblacién mexicana el 90%
admite utilizarla y de este amplio porcentaje el 50 % indica un uso exclusivo de
esta medicina para curar sus padecimientos (Mufietén, 2009; Taiddei-Bringas et

al., 1999).

Al respecto, la legislacién en México aprobd el uso de medicamentos herbolarios
desde 1998 y en estados como Durango, Nayarit, Oaxaca, Puebla y Chiapas, la
Secretaria de Salud aprobé la existencia de dos farmacias, la alépata y la de

medicina tradicional herbolaria (Mufieton, 2009).

Los remedios medicinales pueden ser aplicados y preparados de formas muy
variadas como: infusiones, decocciones, cataplasmas, tinturas, banos,
compresas, unguentos, jarabes, mezclas, etc. (Jaime, 2007; Castillo-Juarez et

al., 2009).

Los compuestos presentes en las plantas que les confieren propiedades
biolégicas que el hombre aprovecha para tratar diversos padecimientos, se
conocen como principios activos, generalmente son derivados del metabolismo
secundario de las plantas y algunos de estos intervienen en las interacciones
ecologicas como defensa ante predadores, atraccion de polinizadores, accion

alelopatica, etc. (Gonzalez et al., 2004; Daniel, 2006; Mufioz, 2002)
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4. Poliomintha longiflora.

La especie Poliomintha longiflora, es una planta aromatica utilizada en la
medicina tradicional para combatir dolores estomacales, afecciones respiratorias
(tratamiento de tos seca, laringitis y tosferina). También se utiliza como
expectorante y antitusigeno, puede ser considerada un agente antibacterial de
alto espectro. Se emplea en el tratamiento de dolores musculares, torticolis y
lumbago. Puede ser aplicada externamente en cataplasma o bebidas como
infusiones dependiendo del caso (Jaime, 2007; Castillo- Juarez et al., 2009).
Asimismo es usada para condimentar alimentos, como orégano. Y en los ultimos
afios ha crecido el interés hacia ésta, como producto de comercializacion por sus
propiedades antimicrobianas, fungicidas, antioxidantes y saborizantes (Chaquilla,

2008; Garrido et al., 2008).

Toda la planta es rica en un aceite esencial que contiene timol y carvacrol, de
accion antiespasmoédica, sedante y carminativa. Contiene asimismo, acido
rosmarico y acido ursdlico a los que se atribuyen sus propiedades
antirreumaticas y capacidad antioxidante; contiene ademas, acido vanillico, acido
cafeico, leutolina e hispidulina (Zheng y Wang, 2001; Jaime, 2007; Linares et al.,

1999; De Vicenzi et al., 2004).

Poliomintha longiflora (Figura 4) pertenece a la familia Lamiaceae (Labitae,
nombre consenso) donde se agrupan muchas especies usadas con fines

curativos, esta familia esta formada por 224 géneros y 5600 especies. En México
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se ubican 26 géneros y 512 especies. Los géneros presentes en México y su

distribucion se enlistan en la Tabla 3.

Tabla 3. Distribucion de los géneros de labiadas en México (Dominguez-Vazquez et al., 2002).

Por su ubicacion Géneros

Californianos Acanthomintha, Monarda, Monardella, Pogogyne, Salvia. Audibertia y
Trichostema

Norteamericanos Agastache, Cunila, Hedeoma, Hesperozygis, Poliomintha, Physostegia y
Tetraclea. La mayor parte son taxa endémicos

Gondwana/ Asterohyptis, Catoferia, Chaunostoma, Hyptis, Lepechinia, Ocimum y
Sudamérica Marsypianthes
Laurasicas Salvia, Clinopodium, Scutellaria, Stachys y Teucrium

CLASIFICACION TAXONOMICA

Reino: Plantae.
Subreino: Tracheobiontha
Division: Spermatophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Lamiales
Familia: Lamiaceae
Subfamilia:Nepetoideae
Tribu: Menthae
Género: Poliomintha
Especie: Poliomintha longiflora.

Fig. 4. Clasificacién taxonomica e imagen de
Poliomintha longiflora ( A. Gray).

Los miembros de la familia son principalmente herbaceas y arbustos, de tallos
tetrangulares, hojas simples, opuestas y decusadas. Generalmente las plantas

estan cubiertas de tricomas y de glandulas. El caliz y pétalos se encuentran
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fusionados, sus flores son de tipo cimoso. El fruto son nueces indehiscentes con
una semilla (Dominguez-Vazquez et al., 2002). Los miembros de la familia se
encuentra en una gran cantidad de climas, se considera de distribucion
cosmopolita, especialmente diversa en regiones mediterraneas y hacia el este de
Asia central, también crecen de forma silvestre en Africa y América (Robledo,

1990).

Poliomintha longiflora como otros oréganos crece en altitudes desde 1500 hasta
3000 m.s.n.m. En general los oréganos silvestres crecen en suelos de tipo
basaltico, calizo, arcilloso, arenoso o rocoso con pH ligeramente acido o alcalino,
en terrenos de agostadero en lomerios, laderas, barrancas y en general en
suelos ondulados y accidentados en terrenos con pendientes de mas del 20% (o
terrenos con inclinaciones de mas de 11.31°), el clima puede ser seco,
semidesértico, semicalido humedo o templado subhumedo, con precipitacion

anual de entre 500 y 900 mm (Robledo, 1990).

Poliomintha longiflora es conocida como orégano mexicano, orégano de
Monterrey, orégano de Nuevo Ledn, orégano del cerro, orégano cimarron,
orégano cenizo y orégano silvestre (Alanis-Flores, 2008). Se encuentra en
montafas, laderas y canadas, al norte de México en Nuevo Ledn, San Luis
Potosi, Coahuila, Tamaulipas, Zacatecas y al sureste de México en Hidalgo
(Figura 5) (Robledo, 1990; Benavides, 1991; Glafiro, 2004; Harrison, 2006;
Castillo, 1986; Gonzalez et al., 2007; Goyenechea, 2008; Garrido et al., 2008;
Hernandez et al., 1991; Aranda et al., 2005; 2006; 2008; 2009).
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Fig.5. Mapa de la distribucion de Poliomintha longiflora en México.

Poliomintha longiflora en estado silvestre es componente del matorral desértico,
se desarrolla en regiones aridas y semiaridas de litosol eutrico (suelos delgados
y pedregosos), y de textura migajo-arcilloarenosa, en pendientes pronunciadas
de 30 al 60% (terrenos con inclinaciones de entre 17° a 31°), de exposicidn norte,
entre los 1500 a 2800 msnm, de pH ligeramente alcalino, con gran cantidad de
materia organica y moderada de carbono (Castillo, 1986; Robledo, 1990;

Hernandez et al.,1991).

Es un arbusto o semiarbusto perenne, con una altura entre 0.5 a 1.5 metros de
tallo lefioso en su base, con numerosas ramificaciones, posee hojas opuestas
con glandulas aromaticas, su floracion aparece en primavera es de color purpura

a rosa (Glafiro, 2004). Las poblaciones naturales de esta especie estan
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amenazadas por sobreexplotacion, empobrecimientos del suelo, sobrepastoreo,
incendios y heladas (Glafiro, 2004).

5. Drosophila melanogaster COMO ORGANISMO MODELO EN LA
BIOLOGIA.

La mosca de la fruta es uno de los modelos eucariontes mas ampliamente
utilizado en genética y otras ramas de la biologia por muchas razones.
Particularmente a nivel genético y gendmico, entre las ventajas que ofrece se
cuentan: la facilidad que implica su manejo y mantenimiento de bajo costo, ciclo
de vida corto, que permite evaluar varias generaciones, una abundante
descendencia, asi como el conocimiento total de su genoma, a lo que se suma el
disefio y disponibilidad de un gran numero de técnicas y herramienta para su

analisis (Tabla 1) (Amords, 2001; Adams et al., 2000).

Otra de las ventajas es que se cuentan con numerosas cepas mutantes,
disponibles en los bancos de Drosophila, que constituyen un poderoso medio
para analizar procesos biolégicos complejos (Tordk et al., 1993; Rorth, 1996;
Dedk et al, 1997; Amorés, 2001). Sumado a lo anterior se sabe que Drosophila
melanogaster comparte algunas semejanzas con el humano, como la capacidad
de efectuar reacciones metabdlicas, que el higado realiza en los mamiferos y
donde se lleva acabo la activacién metabdlica de muchos mutagenos, ademas al
comprar el genoma humano con el de Drosophila melanogaster se ha
demostrado que cerca del 60% de los genes humanos que estan implicados en

algun tipo de enfermedad, tienen equivalente en la mosca de la fruta, sumado a

24



esto aproximadamente el 50% de las proteinas de la mosca muestran
semejanzas con las proteinas de mamiferos, asi como por la persistencia de
rutas constitutivas para el metabolismo de xenobidticos. Este tipo de similitudes
hacen de Drosophila un buen modelo para estudiar alteraciones genéticas.
(Baars et al., 1980; Vogel et al., 1991; Rodriguez-Arnaiz y Ramos, 1992; Wilson,

2001; Palomenque et al.,2001).

5.1. CICLO DE VIDA DE Drosophila melanogaster.

El ciclo de vida de este organismo dura de 9 o 10 dias a una temperatura de
25°C y con una humedad relativa del 80%, es un insecto holometabolo, es decir
pasa por cuatro fases en su desarrollo: huevo, larva, pupa y adulto (Ingham,

1988; Johnston y Nusslein-Volhard, 1992; Amords, 2001).

El ciclo inicia con la fecundacion del évulo y formacién del huevo, periodo
embrionario que dura unas 24 horas, del cual emerge una larva que presentara
tres estadios con dos mudas, el tercer estadio termina con la pupacion, para este
momento habran trascurrido cuatro dias. En la pupacion se lleva acabo la
organogénesis del adulto y dura 96 horas. De la pupa emerge el adulto, éste es
el periodo reproductivo del organismo, las moscas adultas pueden vivir
aproximadamente 60 dias a 25°C (Figura 6) (Ingham, 1988; Johnston y Nusslein-

Volhard, 1992; Amorés, 2001).
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Fig. 6. Ciclo de vida de Drosophila melanogaster.

En la fase larvaria, se pueden distinguir dos linajes celulares: las células larvarias
y las células imaginales (Figura 7). Las primeras se encargan de la formacion de
las estructuras larvarias. En cambio los discos imaginales son pequefos sacos
de células que se encuentran en el interior de la larva y dan lugar a las
estructuras externas de los adultos, estos sacos estan compuestos de epitelio
unicelular cilindrico que al cambiar a células cubicas por aplanamiento en
procesos de evaginacion o eversion, forman las estructuras externas de los
adultos (Fristrom y Fristrom, 1975). En la fase larvaria estas células no se han
diferenciado, pero continuan dividiéndose, aumentando su numero (Bate y

Martinez-Arias, 1991; Cohen, 1993; Fristrom y Fristrom, 1975; Amorés, 2001).
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Fig.7.Larvacon discos imaginales
(tomado de Amoros, 2001).

Los precursores de los discos imaginales son un grupo de 10 a 40 células que
varian de acuerdo al disco imaginal del que se trate, éstas inician su
diferenciacion en la metamorfosis (Amoros, 2001). El ala de Drosophila
melanogaster puede ser un modelo de utilidad para analizar el desarrollo. El
disco imaginal del ala es un saco epidermal de una capa que dara lugar al
segundo segmento toracico del adulto. El primordio del ala es de origen
ectodérmico formado por un grupo de 40 células que proliferan hasta alcanzar
las 25,000 células por ala aproximadamente. A las 40 horas tras la formacion del

pupario las alas tienen ya la forma general del ala adulta donde se pueden
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diferenciar cuatro componentes basicos: las estructuras del margen, las venas,
las regiones de intervena y estructuras neurales del ala (Figura 8) (Lawrences y
Struhl, 1996; Garcia-Bellido y Merriam, 1971; Gonzéalez-Gaitan et al., 1994;
Garcia-Bellido, 1977; Garcia- Bellido et al., 1973; Milan et al., 1996; Amoros,

2001; Martin y Morata, 2006).
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Fig. 8. Desarrollo del disco imaginal del ala en Drosophila melanogaster
(tomado de Amoros, 2001).

Las células del disco imaginal del ala crecen de forma exponencial desde el
comienzo del periodo larvario hasta la formacion del pupario. Un total de 15,6
divisiones es necesario para completar el numero total de células adultas. El
patron de la proliferacion celular del disco imaginal del ala en Drosophila
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melanogaster es espacial y temporalmente heterogéneo, la tasa de division es
constante en los periodos de intermuda, pero disminuye durante los periodos de
muda. El promedio de duracién del ciclo celular para el periodo larvario, es de
aproximadamente 8 horas 30 minutos (Garcia-Bellido y Merriam, 1971; Martin y

Morata, 2006).

El ala adulta esta constituida por 2 capas de células epidérmicas continuas (un
epitelio dorsal y uno ventral). Las unicas células que permanecen vivas en el
adulto son las células de la vena. Las células de intervena se adhieren entre ellas
y mueren rapidamente después que el adulto emerge, dando lugar a una cuticula

transparente (Amorés, 2001).

6. ENSAYO DE MUTACION Y RECOMBINACION SOMATICA (SMART) EN
Drosophila melanogaster MODALIDAD ALA.

El ensayo SMART (por sus siglas en inglés Somatic Mutation and Recombination
Test) es una prueba comunmente usada para medir la genotoxicidad de diversos
agentes fisicos y/o quimicos. Fue propuesto en 1974 por Mollet y Wurgler, el

protocolo para la modalidad ala fue desarrollado por Graf et al., en 1984.

Este ensayo es versatil y un sistema confiable que se ha usado tanto para

evaluar mezclas complejas como compuestos simples (Romero-Jiménez et al.,

2005; Déciga-Campos et al., 2007; Esparza-Garrido, 2000; Spané, 2001).
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En el ensayo de SMART, los organismos que se exponen a los tratamientos son
larvas de 72 + 3 horas de edad, que proceden de la cruza de dos cepas que
poseen marcadores recesivos para los tricomas de las células de las alas, que se
encuentran en el cromosoma tres: mwh (tricomas multiples por célula, ubicado

en 3-0.3) y flr® (tricomas en forma de flama, localizado en 3-38.8).

Este ensayo se basa en medir la pérdida de la heterocigosis de uno o de los dos
marcadores que afectan el fenotipo de los tricomas de las alas, al ser expuesto a

un agente genotdxico.

El resultado se obtiene al compararse con un testigo concurrente y hacer una
correlacion entre el tamano, tipo y frecuencia de las manchas de células
afectadas. Las manchas que se producen son ocasionadas por diversos eventos
genéticos: mutacion puntual, deleciones, no disyuncion y recombinacion

somatica (Figura 9) (Graf et al., 1984).

Para este ensayo es posible usar una cruza especial, de alta bioactivacién (HB)
que se caracteriza por tener una alta expresion de citocromos P450 que son los
responsables de la biotransformacion de muchos xenobidticos, o la cruza

estandar de expresion basal para los citocromos P450.
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Fig. 9. Eventos genéticos detectados por el ensayo SMART (tomado de Graf et al.,1984).

Las ventajas de este ensayo, entre otras, se refieren a su eficiente sensibilidad,
debido a la presencia en el organismo modelo de un paquete de metabolismo
enzimatico semejante al del ser humano (citocromos p450 y enzimas glutatiéon-S-
transferasas, similares a las fracciones S-9 del higado en mamiferos) que

permiten evaluar los procesos de biotransformacién que ocurren a las sustancias
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(Barr et al.,1980; Kulkarni y Hodgson.,1980: Borras et al.,2003; Vazquez, 2008;

Chung et al.,2009:).

7. JUSTIFICACION.

La utilizacion de las plantas por el hombre es muy amplia e incluye diferentes
usos. La riqueza vegetal en México ha permitido su extenso aprovechamiento
para numerosos fines como la alimentacién, decoracién, construccion y medicina
entre otros. Poliomintha longiflora es una planta nativa de Norteamérica que
tradicionalmente se usa en varios rubros, en la alimentacion como orégano para
brindarle un sabor mas apetitoso a los alimentos y favorecer la digestion, en la
medicina tradicional para tratar malestares respiratorios, musculares y digestivos.
Otras cualidades que se le suman es la capacidad antimicrobiana y antifungica.
Sin embargo, son muy pocos los estudios hasta ahora realizados para conocer
las implicaciones de su uso en los seres vivos, por lo que resulta interesante
realizar pruebas de toxicidad y genotoxicidad, asi como el analisis quimico

cualitativo de los metabolitos secundarios de la planta.
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8. OBJETIVO GENERAL.
Determinar si los extractos acuosos de Poliomintha longiflora tienen un efecto
genotoxico en el ensayo in vivo de Mutacién Somatica y Recombinacion Mitética

(SMART) en Drosophila melanogaster modalidad ala.

8.1. OBJETIVOS PARTICULARES.

eValorar la sobrevivencia en larvas de 72 + 3 horas de edad de Drosophila
melanogaster expuestas a extractos acuosos de Poliomintha longiflora.

e Evaluar la genotoxicidad de los extractos acuosos en larvas de 72 + 3 horas de
edad de Drosophila melanogaster expuestas a extractos acuosos de Poliomintha
longiflora.

= |dentificar cualitativamente la presencia de algunos metabolitos secundarios

presentes en Poliomintha longiflora.

9. HIPOTESIS.

Si los extractos acuosos de Poliomintha longiflora probados en las diferentes
concentraciones en el ensayo de SMART en larvas de 72 horas disminuyen
significativamente la sobrevivencia de la F4y y/o inducen un incremento
significativo en la frecuencia de manchas totales con respecto al testigo
concurrente, entonces se puede afirmar que Poliomintha longiflora es téxica y/o

genotoxica.
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10. MATERIAL Y METODOS.

10.1. POBLACION DE ESTUDIO.
Muestra de Poliomintha longiflora.
La planta utilizada en este trabajo fue colectada en la comunidad de Santiago
Anaya en el estado de Hidalgo, México, por Robert Bye y Edelmira Linares, el 6

de Abril 2008, con el numero de colecta: R. Bye 35897 y E. Linares.

10.2. EXTRACTOS ACUOQOSOS.

Las plantas medicinales se pueden preparar de diferentes formas dependiendo
de la enfermedad que se quiera tratar y las caracteristicas de la planta. Para
conservar su caracter medicinal y mantener su efectividad es importante la
manera en la que se prepara. Una de las formas tradicionales en la que se
consume Poliomintha longiflora, es bebido como agua de uso; por lo que se
prepararon los extractos de acuerdo al procedimiento tradicional.

Para la infusién* se trituraron 10 gramos de la planta seca, se colocaron en un
vaso de precipitado y se agregaron 100 mL de agua potable y se dejo al fuego, al
llegar al punto de ebullicién, la mezcla se retiré del fuego y se tapd, se dejo
enfriar y se filtr6, obteniendo asi la infusion al 10%. A partir de ésta, se realizaron

las diluciones para los extractos al 5% y 1% (Figura 10).

*Nota: La forma de preparacion de una infusion en la literatura consiste en agregar agua previamente caliente al material vegetal, omitiendo el
contacto directo de la planta con el fuego, sin embargo, la forma mas comun en la que la gente prepara el agua de uso “té” al menos para este caso,
es el descrito en la metodologia. Sin embargo hay que hacer notar que este procedimiento es el propio de una decoccion de corto tiempo. (Flérez et
al., 2003)
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Fig. 10. Preparacion de las infusiones (decocciones de corto
tiempo) al 10%.5%Yy 1% de Poliomintha longiflora.

Para preparar la decoccién, se utilizaron 4 gramos de las hojas de la planta

triturada colocados en 40 mL de agua potable, la mezcla se dejé hervir por 72

segundos, se retird del fuego, se tapd dejando enfriar y se filtré la decoccion

quedando a una concentracion al 10 %(Figura 10).
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Fig.11. Preparacion de la decoccion al 10% de
Poliomintha longiflora.
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10.3. ENSAYOS DE TOXICIDAD Y GENOTOXICIDAD.

10.3.1 CEPAS UTILIZADAS.

Para obtener los organismos con los que se trabajo en la prueba de toxicidad y
en el ensayo SMART se utilizaron dos cepas de Drosophila melanogaster estas
son:

La cepa flr® (fir’/In(BLR) TM3,ri p® sep [(3)89Aa bx3* e Bd®) que contiene el
marcador “flare” (flama) con localizacion 3-38.8 el cual es una mutacién recesiva
que se expresa en los tricomas de las alas en forma de flama, se caracteriza
porque en condicion homocigota es letal, por lo que en la cepa usada tiene
incorporado un cromosoma balanceador TM3 (que por su constitucion contiene
multiples inversiones). La principal funcion del cromosoma balanceador TM3 es
evitar la recombinaciéon con su cromosoma homologo, permitiendo la viabilidad
de los organismos. En este cromosoma también se encuentran otras mutaciones:
como Bd® que se expresa en los adultos con bordes aserrados en las alas, lo que
permite identificar cuales individuos poseen el cromosoma balanceador y al

mismo tiempo flr®. En estado homocigoto Bd® es letal.

elLa cepa mwh e, (mwh e/mwh e) contiene 2 marcadores recesivos, uno es
“‘ebony” (e), localizado en el cromosoma 3 (3-70.7), la presencia de esta
mutacion facilita la identificacion de los tipos de progenie que se obtienen en el
ensayo, ésta se expresa con un color negro (ébano) en el cuerpo de los adultos.

El segundo marcador es mwh (“multiple wing hairs” localizacion 3-0.3) que se
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expresa en condicidon homocigota como mas de un tricoma (de 2 a 7) por célula

en las alas.

La progenie de la cruza hembras virgenes flr¥/In(3LR) TM3,ri p° sep 1(3)89Aa bx**
e Bd ° y machos (mwh e/mwh e) fue utilizada para el ensayo de toxicidad y para

el ensayo SMART.

Los fenotipos observados en las alas de la progenie F1 pueden ser dos tipos de
acuerdo a la constitucion genética: los trans-heterocigotos (mwh e +/ + + fIr®),
fenotipo silvestre y las cis-heterocigotas (mwh e +/ TM3 e Bd®), fenotipo serratia

con el borde de las alas aserradas y color del cuerpo ébano.

10. 3.2 ENSAYO DE TOXICIDAD.

Para la prueba de toxicidad se expuso a larvas de 72 + 3 horas de edad
procedentes de la cruza hembras flr¥/ TM3 con machos mwh e /mwh e a
tratamientos cronicos de los extractos acuosos, evaluando al final Ia
sobrevivencia en adultos. A continuacién se explica la metodologia.

Cruza.- Se cruzaron 70 hembras virgenes flr®> /TM3 con 30 machos mwh e/mwh
e por frasco.

Sincronizacién.- Tres dias después de realizar la cruza se trasvasd a los
progenitores a medio de cultivo fresco, con una gota de levadura para pan (para
estimular la ovoposicién). Transcurridas 6 horas (periodo de sincronizacién) se

retiré cuidadosamente a los progenitores del frasco.
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Obtenciéon de las larvas.- 72 horas después se recolectaron las larvas, de
acuerdo al método Nothiger (con disolucion acuosa de sacarosa al 20%). Las
larvas colectadas, fueron contadas al microscopio estereoscopico. Agrupadas en
un numero de 50 individuos.

Tratamiento cronico (48 horas).- Se prepararon 5 viales, cada uno contenia
0.5 gramos de medio instantaneo (Carolina Biological Supply Company,
Burilington, NC) y 3.5 mL de extractos acuosos de Poliomintha longiflora que en
este caso fueron infusion 10%, 5% y 1% y decoccion 10% ademas se utilizé un
testigo negativo, el disolvente (agua). La exposicion de las larvas al tratamiento
fue de tipo crénico de 48 horas, que se continud hasta que emergié el adulto. El
experimento se realizé por duplicado.

Fijacion de Adultos.- Entre 10 y 12 dias después de que emergieron los adultos
fueron transferidos a tubos de plastico con etanol al 70 % para su conservacion.
Analisis de Sobrevivencia.- Contados y clasificados de acuerdo al sexo y
fenotipo de las alas, fue determinando el porcentaje de sobrevivencia en cada

concentracion probada.

10.3.3 ENSAYO DE MUTACION SOMATICA Y RECOMBINACION MITOTICA
(SMART).

Para el ensayo SMART se expuso a larvas de 72 * 3 horas de edad provenientes
de la cruza hembras fIr® /TM3 con machos mwh e/mwh e a tratamientos

cronicos de los extractos acuosos.
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Al igual que para el ensayo de toxicidad, se establecié la cruza flr® /TM3 x mwh
e/mwh e y se sincronizaron, se obtuvieron larvas de la cruza de 72 £ 3 horas
edad, que se expusieron a tratamientos crénicos, se continud el desarrollo de los
organismos hasta la emergencia del adulto y se fijaron estos en etanol al 70 %

por fenotipo del ala y sexo y por separado fueron guardados en tubos de plastico.

A continuacion se elaboraron las preparaciones.

Elaboracion de preparaciones de alas. Las alas de los adultos trans-
heterocigotos mwh +/ + flr® con fenotipo silvestre fueron utilizadas y se realizaron
3 preparaciones para cada concentracion. Para cada preparacion se utilizaron 20
pares de alas (10 hembras y 10 machos), con ayuda de finas pinzas de reloj se
desprendieron del cuerpo sin romperlas, se colocaron en un portaobjetos de
vidrio con ayuda de la disolucion Faure acomodadas en 4 filas de 5 columnas,
las 2 primeras filas corresponden a las alas de las hebras (1- 20) y las ultimas
filas a las alas de machos (21-40) (Figura12). Se dejo secar la preparacion por 4
dias, al cabo de los cuales se les colocé un cubreobjetos con una gota de Faure
y se prensé por otros 4 dias. Al finalizar este tiempo se sellaron los bordes con

barniz para unas transparente. Se continud con el analisis al microscopio.
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Analisis de las preparaciones de alas.- Las preparaciones fueron codificadas
por una persona ajena al estudio para evitar influenciar los resultados. El analisis
de las manchas se realizd en un microscopio 6ptico a un aumento de 40X (Figura

13), se registro el tipo, tamafo y ubicacion de las manchas (Figura 14).

Fig. 14 . Clasificacidn de tipo de manchas.

Fig.13. Orden en que se leen las alas
{de la seccion A a la E).
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Analisis Estadistico del ensayo SMART.-Los datos de las lecturas se
procesaron con el programa computacional SMART (Frei y Wiurgler,1988) que
analiza:

Tipo de manchas.- Es el indicador de eventos genéticos terminales diferentes,
es decir, las manchas simples son producto de deleciones, mutaciones
puntuales, no disyuncion y recombinacion entre los dos marcadores (mwh vy fIr®).
Mientras que las manchas gemelas son producto de la recombinacion entre flr® y
el centromero.

Tamafo de las manchas.- Indica el tiempo en que se indujo la formacién del
clon mutante. Si ocurre en una etapa temprana del desarrollo se recobran
manchas grandes, pero si ocurre al final del desarrollo producira manchas chicas
las cuales se han asociado con la biotransformacion del compuesto por las
larvas. También nos puede indicar aneupliodia en la célula.

Numero y frecuencia de manchas totales.- Indica la frecuencia de manchas
totales inducidas en cada concentracion.

Promedio de ciclos de divisiéon celular.- Indica el niamero de divisiones
celulares que ocurrieron

Frecuencia de formacion de clones x 10°.- Estima cuantos clones se inducen
con base a un numero constante de células. El programa estadistico SMART
hace comparaciones, de acuerdo a los registros, de las frecuencias observadas
para los tratamientos respecto al testigo concurrente. La conclusién del analisis

se basa en 2 hipétesis:
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HO:1 La frecuencia de manchas en moscas tratadas no es mayor m veces a la
frecuencia de mutacion en el testigo concurrente.

Ha:2 La frecuencia de manchas en las moscas tratadas es mayor m veces a la
frecuencia de manchas observada en el testigo concurrente.

Donde m es el factor de multiplicacion que indica el numero por el que se
multiplica para considerar un efecto genotoxico con respecto al control.

Siendo m= 2 para el total de las manchas y para las manchas simples y m= 5
para las manchas gemelas y para manchas grandes.

Pudiendo resultar cuatro decisiones:

+ Aceptar la primera hipétesis. Resultado negativo, es decir el compuesto

no se considera genotoxico.

+ Aceptar la segunda hipétesis. Resultado positivo, es decir el compuesto

se considera genotoxico.

+ Aceptar ambas hipoétesis. Ya que las dos respuestas no pueden ser ciertas

al mismo tiempo se considera un resultado inconcluso.

+» Rechazar ambas hipotesis. Se considera como débil positivo.
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Tabla 4. Posibles respuestas emitidas por el programa SMART

(tomado de Frei y Wurgler,1988).

Aceptando HO:1 Rechazando HO:1

Aceptando Ha:2 | No concluyente (i) Positivo(+)

Rechazando Ha:2 | Negativo(-) Débil positivo(w)

10.4. DETECCION DE GRUPOS QUIMICOS DE METABOLITOS
SECUNDARIOS.

Para la deteccion cualitativa de los principales metabolitos secundarios presentes
en Poliomintha longiflora, se trabajé en colaboracién con el personal del

laboratorio de Fitoquimica de la Facultad de Ciencias.

Para obtener los metabolitos secundarios de la planta se prepararon tres
extractos de Poliomintha longiflora por maceraciéon sucesiva con disolventes de
distinta polaridad: hexano, acetato de etilo y metanol, se usaron en ese orden
con el fin de separar los componentes afines y solubles en el respectivo
disolvente y obtener mezclas menos complejas.

Para obtener el primer extracto, se hizo una mezcla con 50 gramos de la planta
molida y aproximadamente 250 mL de hexano, se dejé reposar por 24 horas en

oscuridad con agitacion constante, trascurrido el tiempo se filtré la mezcla, vy el
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filtrado se destilé a presion reducida en un rotaevaporador (marca BUCHI modelo
R-205). El extracto obtenido se colecté con un minimo de disolvente y se
depositd en un frasco. El procedimiento se repitio en tres ocasiones. Una vez
terminada la extraccion con hexano se continud con el mismo procedimiento con
los demas disolventes (acetato de etilo y metanol), secando el material vegetal
antes de cambiar al siguiente disolvente. Obtenidos los tres extractos se secaron

al aire libre en campana de extraccién para evaporar los residuos de disolventes.

Se realiz6 también la determinacion cualitativa de metabolitos secundarios en los
extractos organicos y acuosos al 10% de Poliomintha longiflora. Para las pruebas
con extractos acuosos se prepararon 50 mL de la solucion de infusién al 10 % y
50 mL de la decoccion al 10% de acuerdo al procedimiento indicado
previamente. Los extractos acuosos se congelaron vy liofilizaron (procedimiento
por el cual se elimina el disolvente). La eliminacién del agua es necesaria para
algunas reacciones de las pruebas coloridas que se realizaron después.

Las pruebas aplicadas para todos los extractos organicos y acuosos fueron:

o0 Prueba de Mdlisch para detectar presencia de glucésidos.

o Prueba de Dragendorff para detectar presencia de alcaloides.
o0 Prueba de FeCl; para detectar presencia de fenoles.

0 Prueba de Shinoda para deteccion de flavonoides.

0 Prueba de Liebermann- Burchard para detectar terpenos.
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El procedimiento seguido para las cinco pruebas se resume en la Figura 14.

Prueba de Glucdsidos
Méilish.
2mg del extracto/1 mL del disolvente.
+2 potas de a-naftol al 10%.
+1 mi de acido sulfirico (H2504).
Positivo : Anillo color purpura.

Clark, 1964; Krishnaswamy, 2003;
Garza-Padron et af.,2010.

Prueba de Fenoles.

2 mg del extracto/1mL del disolvente.
+3 gotas de FeCls.
Positivo: Coloracion verde oscura.

Garza-Padron et al.,2010.

Prueba de Flavonoides
Shinoda.

2 mg del extracto/1mL del disolvente.
+Limadura de Magnesio.

+ 3 potas de acido clorhidrico (HCL10%).
Positivo: Coloracion verde,

Krishnaswamy2003; Garza-Padron efal.,2010.

Fig. 14. Metodologia para las pruebas cualitativas de metabolitos
secundarios.
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11. RESULTADOS.

11.1 ENSAYOS DE TOXICIDAD Y GENOTOXICIDAD.

Para estas pruebas, se utilizaron las mismas cepas de Drosophila melanogaster,

flr’/TM3 y mwh e. De acuerdo a la metodologia ya descrita (Figura 18).

Cruza

Sincronizacion

Obtencion de
larvas

Tratamientos

Analisisdela
F,

Fig.18 Ensayode toxicidad y ensayo SMART.
Nota:
*Para el ensayo de toxicidad se analizo la sobrevivencia,
se cuantifico el numero de adultos.

*Para el ensayo SMART se cuantifico la frecuencia de
manchas de las alas de los adultos .
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11.2.1 ENSAYOS DE TOXICIDAD.

La dosis letal (LDsp) es la concentraciéon en la cual se mueren el 50% de
los individuos de una poblacién. En los experimentos para toxicidad con
los extractos acuosos de Poliomintha longiflora en modalidades vy
concentraciones de: infusién 1%, 5%, 10% y decoccion 10%, se
determiné el porcentaje de sobrevivencia en etapa adulta de las larvas
expuestas a un tratamiento crénico de 48 horas con respecto al testigo

concurrente. El experimento se realizé por duplicado.

Los resultados promedio muestran una sobrevivencia superior al 80%
para los adultos tratados en etapa larvaria con cada uno de los
extractos, haciendo notar que la dosis letal media para Drosophila
melanogaster bajo las condiciones probadas, debe ser superior a una
concentracion al 10%, lo que permite someter a las larvas a las dosis
probadas para el ensayo SMART teniendo evidencia de que aun en la
concentracién maxima de 10 % sobreviviran al ensayo la cantidad
suficiente de individuos para realizar el analisis. Las concentraciones

de 1%,5% y.10%, son semejantes a las formas de consumo humano.
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Grafica 1. Porcentaje de sobrevivencia en el ensayo de toxicidad
en larvas de Drosophila melanogaster.

11.2.2 ENSAYO SMART.

En el ensayo de genotoxicidad de Mutacion Somatica y Recombinacién
Mitética en larvas de 72 horas, la frecuencia de manchas totales de las
diferentes concentraciones con respecto al control mostré que no hay

un incremento significativo con respecto al testigo (Tabla 7).
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Tabla 7 Ensayo de Mutacién Somaticay Recombinacién Mitotica en alas de Drosophila melanogaster.

Manchas Manchas Manchas Manchas Promedio de | Frecuencia de Formacion

pequenas grandes Gemelas Totales Clones con ciclos de de clones x10 ('5)
Concentraciones No. simples simples m=5.00 m=2.00 manchas division

De alas (1-2 cel) (> 2 cel) mwh celular Observadas | Corregidas
m=2.00 m=5.00

Control Agua 120 0.08 (10) 0.00 (0) 0.00 (0) 0.08 (10) 10 1 0.3
Infusion 1% 120 0.11 (13)i 0.02 (2)i 0.00 (0)- 0.12 (15)i 15 1.53 0.5 0.2
Infusion 5% 120 0.05 (6)- 0.01 (1)- 0.00 (0)- 0.06 (7)- 7 1.71 0.2 -0.1
Infusién 10% 120 0.06 (7)- 0.03 (3)- 0.00 (0)- 0.08 (10)- 10 1.9 0.3 0
Decoccion 10% 120 0.10 (12)- 0.01 (1)- 0.00 (0)- 0.11 (13)- 13 1.3 0.4 0.1

(+) Positivo (-) Negativo (W) Débil positivo (i) Inconcluso (m) Factor de multiplicacién

Diagnostico estadistico de acuerdo con Freiy Wirgler (Mutation Res., 203 (1988) 207-308)Programa PC Version 2.1
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Sin embargo, para el tipo de manchas (Gréafica 2), se encontraron manchas

pequefas simples mwh y una ausencia de manchas gemelas.

Frecuenciade manchas

Control
Negativo Infusion 1%

Sencillas Simples = Sencillas Grandes

Infusion 5%
Infusion 10%

Gemelas m Total

Decoccion
10%

Grafica 2. Tipos de manchas en el ensayo SMART modalidad ala.

La frecuencia de manchas en los tratamientos es baja y no supera el doble de la

frecuencia de manchas en el testigo concurrente (Grafica 3). Asimismo la

frecuencia de formacion de clones es menor a dos
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Grafica 3. Frecuencia total de manchas corregida en los extractos
acuosos de Polfomintha longifiora.

Esto nos indica que el incremento en las frecuencias de induccién de manchas de

los tratamientos respecto al testigo no es significativo.

11.3. DETECCION DE GRUPOS QUIMICOS DE METABOLITOS
SECUNDARIOS

Los componentes de las plantas nos pueden dar indicios del efecto que producen
en los organismos. Los principios activos son los responsables de los resultados
que consideramos nocivos o0 benéficos y en su gran mayoria son los metabolitos
secundarios los responsables directos, muchos de éstos se siguen estudiando, por
ejemplo, se sabe que la presencia de glucosidos en plantas se asocia a

propiedades diuréticas, balsamicas y antirreumaticas; los fenoles que protegen a
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las plantas del dafo por oxidacion y realizan la misma funciéon en los seres
humanos, algunos flavonoides indican tener capacidades antioxidantes,
antiinflamatorias antiespasmaddicas, de induccion enzimatica, de desintoxicacion,
de crecimiento celular, antifungicas, bactericida, antialérgica, antimutagénicos,
anticarcinogénicos y antiviral; los terpenos son considerados los responsables de
aroma penetrante y particular de algunas plantas aromaticas; y los alcaloides se
asocian a la proteccion de los vegetales por lo que pueden resultar téxicos a bajas
concentraciones (Zheng y Wang,2001; Martinez-Flores et al.,2002; Astidillo-

Vazquez et al., 2009).

A partir de 50 gramos de Poliomintha longiflora, se 3 obtuvieron por maceracion
sucesiva extractos con disolventes de diferente polaridad, de cada extracto se
determiné el rendimiento notandose un rendimiento superior en el extracto
obtenido con metanol. En el caso de los extractos acuosos, se notd un rendimiento

superior en la modalidad infusién (Tabla 5).

Tabla 5. Rendimiento de los extractos.

Extractos organicos
Extracto %
Hexano 2.98
Acetato de etilo 1.96
Metanol 19.62
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Extractos acuosos

Extracto

%

Infusion 10%

39.4

Decoccion 10%

1.5

En el extracto hexanico se determiné la presencia de terpenos (Figura 15).

Extracto de hexano

Terpenos Flavonoides Fenoles Alcaloides Glucosidos

B HNegativo M Positivo

Fig- 15. Resultados de las pruebas coloridas y de precipitacion para detectar
metabolitos secundarios en el extracto de hexano de Poliomintha longiflora.

El extracto de acetato de etilo mostré la presencia de fenoles, flavonoides vy

terpenos con intensa coloracién (Figura 16).

Terpenos Flavonoides Fenoles Alcaloides Glucodsidos
B Negativo B Positivo

Fig-16. Resultado de las pruebas coloridas y de precipitacién para detectar
metabolitos secundarios en extracto de acetato de etilo de Poliomintha longiflora.

Extracto de acetato de etilo
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El extracto metandlico dio resultados positivos para la presencia de terpenos,
fenoles, flavonoides y glucésidos, reportando por su intensidad de coloracion que

hay gran presencia de fenoles y flavonoides (Figura 17).

Extracto metanf.-liFo

Terpenos Flavonoides Fenoles Alcaloides Glucosidos
B Negativo B Positivo

Fig- 17. Resultados de las pruebas coloridas y de precipitacion para detectar
metabolitos secundarios en el extracto de metanol de Polimintha longiflora.

Los resultados de las pruebas en Poliomintha longiflora en los extractos organicos
indican presencia de fenoles, flavonoides, terpenos y glucésidos. Los terpenos se
encontraron en todos los extractos con mayor abundancia en el extracto de
acetato de etilo. Los fenoles y flavonodides se detectaron en dos de los tres
extractos y por ultimo los glucosidos so6lo se encontraron en el extracto metandlico.
Los resultados de las pruebas coloridas y de precipitacion en los extractos
acuosos muestran deteccién de fenoles y terpenos en la infusion al 10%. En la de

decoccién al 10% se detectaron fenoles, flavonoides y terpenos (Tabla 6).
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TABLA 6. Grupos quimicos de metabolitos secundarios detectados en

extractos organicos y acuosos de Poliomintha longiflora.

Extractos organicos Extractos acuosos
Hexano | Acetato de Etilo Metanol Infusion Decoccion 10%
10%
Glucosidos - - + - -
Alcaloides - - - - -
Fenoles - + ++ + +
Flavonoides - + ++ . +
Terpenos ++ ++ + + + + +

- Sin detectar
+ Detectado

Abundancia (por comparacién cualitativa) + Baja ++Moderada +++Abundante
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12. DISCUSION

Las hierbas se han utilizado para una amplia gama de propdsitos
incluyendo la medicina, hoy en dia al menos el 80 % de la poblacién de
paises en desarrollo han hecho o hacen uso de la medicina tradicional
para tratar padecimientos de la salud (Organizacién Mundial de la Salud,
2004). Debido a su accesibilidad y a la importancia cultural, muchos
mexicanos prefieren la medicina herbolaria a la alopatica y su uso
frecuentemente se da sin cuestionarse un verdadero beneficio e incluso
ignorando un probable riesgo (Jorand, 2008). Son pocos, aunque cada
dia mas, los estudios farmacoldégicos que se han hecho para validar de
forma fundamentada el uso de plantas medicinales (Orozco, 2004). Para
determinar que la seguridad de uso de una planta medicinal es la
suficiente para el consumo humano, se requiere de una gran cantidad de
pruebas (Remigio et al., 2001). Entre los estudios que destacan se
encuentran: el analisis de componentes fitoquimicos, ensayos toxicos y
genotoxicos con pruebas in vivo e in vitro, pruebas clinicas a distintas
concentraciones y evaluaciones de los efectos a corto, mediano y largo
plazo. Una vez hechos todos los estudios necesarios y comprobados los
beneficios, es posible crear medicamentos herbolarios’ o incluso

alopaticos.

1-Los medicamentos herbolarios son productos derivados de remedios herbolarios a los que se afadi6 la aplicacion de la
ciencia experimental: farmacologia, fotoquimica, requerimientos del cultivo, estandarizacién de dosis y evaluacién clinica

en pacientes (Castellanos, 2009).
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Las pruebas in vitro e in vivo suelen ser muy utiles y necesarios para la evaluacién
de toxicidad y genotoxicidad, pues cada una proporciona informacién del
mecanismo de accién del agente (Lauwerys, 1994). Las pruebas de toxicidad se
enfocan a evaluar el grado de afectacion de una sustancia en los organismos.
Apilcadas a la toxicologia genética tratan de evaluar la capacidad de los agentes
de inducir cualquiera de los tres tipos generales de mutaciones que puede sufrir el
material genético: cambios génicos, cromosoémicos y gendmicos (Silbergeld et al
.,1998). En este contexto el bioensayo in vivo SMART en Drosophila melanogaster
modalidad ala, se utiliza para evaluar los efectos genotoxicos (mutaciones
puntuales, deleciones, recombinacion mitotica y no disyuncion) de sustancias ya
sean mezclas simples o compuestos, en células somaticas (Frei y Graf -datos
inéditos-).

En este trabajo se emple6é a Drosophila melanogaster por las multiples ventajas
que ofrece como modelo in vivo para determinar la toxicidad y la genotoxicidad de

los extractos acuosos de la planta Poliomintha longiflora.

Respecto a la toxicidad es importante hacer referencia a un estudio anterior, en el
que se determind un efecto téxico. Por el ensayo de Lorke en ratas se determino
la LDsp <2.3 mg/kg y en la prueba de sobrevivencia de Artemia salina una CDsg
169.04 ug/mL para extractos organicos de Poliomintha longiflora (Déciga-Campos
et al., 2007). Sin embargo en el presente estudio se realizaron ensayos de
toxicidad con disoluciones acuosas: infusion al 10%, 5%, 1% y decoccién al 10%
en larvas de Drosophila melanogaster de 72 + 3 horas de edad, en estos

tratamientos no se encontré un efecto toxico. Estas disoluciones son semejantes a
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la forma de consumo tradicional para aliviar dolores estomacales (agua de uso) en
las que se utiliza un pufado de hojas secas en un litro de agua, es importante
indicar que en la concentracion de 1% de Poliomintha longiflora corresponde a la
concentracion de referencia de las bolsa de té comercial.

Posiblemente la diferencia de respuesta obtenida por Déciga-Campos et al., 2007
con respecto a la toxicidad puede deberse: (i) A pesar de ser la misma especie las
colectas fueron de diferentes estados, la del estudio de Déciga-Campos provienen
del estado de San Luis Potosi en noviembre del afio 2005 mientras que las
colectas de este trabajo son del estado de Hidalgo en el afno 2008. Se ha
reportado que los componentes de las plantas pueden variar de acuerdo a las
condiciones ambientales de las zonas en las que crecen los organismos
(Cases,2007). Por lo que alguna variacién en los compuestos podria ser la causa
de la diferencia. (ii) La elaboracién. En este trabajo se usaron extractos acuosos al
10% 5% y 1%, mientras que el trabajo de Déciga-Campos se usaron extractos
organicos obtenidos por maceracion con una mezcla de disolventes metanol-
diclorometano (1:1) usadas en dosis de 10,100, 1000mg/kg en el ensayo de Lorke

y de 10,100, 1000 pg/ml en el ensayo de Artemia salina.

Con respecto a la genotoxicidad, el tipo de manchas registradas en los
tratamientos son manchas mwh que pueden representar un evento de mutacion
puntual, no disyuncion y recombinacion entre los dos marcadores, sin embargo, al
comparar con el testigo negativo concurrente la respuesta en la induccion de la

frecuencia de manchas no fue estadisticamente significativa. El tamafo de las
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manchas obtenidas fueron en su mayoria pequefias, o que en caso de haber
resultado genotdxica Poliomintha longiflora para este ensayo, se podria pensar en
un dafo de la mezcla asociada con el proceso de biotransformacion, ya que no
hubo diferencias significativas con el testigo concurrente las manchas obtenidas
pueden asociarse dafos basales. Los resultados de la prueba estadistica hace
notar que no hay un incremento significativo que indique genotoxicidad en los
extractos acuosos de Poliomintha longiflora bajo las condiciones probadas. Lo
cual concuerda con un trabajo donde se realizé el ensayo de Ames para

genotoxicidad(Déciga-Campos et al.,2007).

En cuanto a los metabolitos secundarios se encontrd la presencia de glucdsidos,
fenoles, flavonoides y terpenos. Aranda y colaboradores en el 2009, reportan los

siguientes componentes de Poliomintha longiflora (Tabla 8).

Tabla 8. Compuestos reportados para Poliomintha longiflora (Aranda et al, 2009).

Compuesto | Grupo Usos y ensayos.
1-Alpha- Monoterpeno  Utilizado en la manufactura de insecticidas y perfumes. LDsq en rata
pineno en concentraciones de 3700 mg/kg. Puede causar irritacién en piel.
1-octen, 3-ol Alcohol Su uso esta aceptado en alimentos, cosméticos, también se usa
secundario combinado con otros compuestos para matar plagas de insectos De
baja toxicidad LDs, en ratas de 340 mg/kg.
Beta-mirceno  Monoterpeno  Usado en la industria de la perfumeria y de los alimentos, se

desarrollan pruebas para usarlo como analgésico. Tiene efectos
téxicos y es inductor enzimatico para el metabolismo de

xenobidticos.
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Cimeno

Monoterpeno

Se ha utilizado como analgésico tépico local para el alivio del dolor

en procesos reumaticos.

(+)-4 Careno

Monoterpeno

Utilizado en la elaboracién de perfumes, con una LDs, en ratas de

4800 mg/kg.

Borneol

Sesquiterpeno

Se  utiliza en sintesis organica para esteres y productos
farmacéuticos para enfermedades. pulmonares inflamacion, llagas,
infecciones, forunculosis, dolor y enfermedades de los ojos,
fabricacion de cosméticos e inciensos, LDsy determinada en ratas de

4,300 a 6,200 mg/Kg.

Timol

Monoterpeno

Se caracteriza por su poder desinfectante y fungicida, presente en
la formulacién de diversos enjuagues bucales, pastas de dientes y
detergentes, Baja toxicidad, LDs; en rata de 2 a 980 mg/kg.

Negativo para genotoxicidad en el ensayo de Ames.

Carvacrol

Monoterpeno

Inhibe el crecimiento de bacterias, proporciona un sabor y olor
agradable, usado como aditivo alimentario, baja toxicidad con LDsg

en ratas 810 mg/Kg.

Cariofileno

Monoterpeno

De actividad antiinflamatoria.

En Poliomintha longiflora la mayoria de lo compuestos reportados son terpenos,

éstos son empleados por su aroma agradable en la industria de los perfumes y

alimenticia, por sus capacidades antimicrobianas, analgésicas, antiinflamatorias

(por ejemplo el borneol y el pineno son usados para tratar transtornos digestivos).

En este trabajo se utilizaron las hojas de la planta (mezcla ), que de acuerdo a las

pruebas colorimétricas se reporta una gran cantidad de terpenos (Fig. 15, 16 y 17)

lo que concuerda con componentes que se tienen ya reportados.
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13.-Conclusiones.
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Los extractos acuosos de Poliomintha longiflora probados no mostraron ser
toxicos.

Las concentraciones de infusion 1%, 5% y 10% y decoccion 10% no
mostraron ser genotdxicos en el ensayo SMART modalidad ala.

Los metabolitos secundarios presentes en la muestra analizada de
Poliomintha longiflora son fenoles, flavonoides, glucdsidos y terpenos.

Sugerencias.

Realizar ensayos que involucren un tratamiento con un mutageno oxidante
y un postratamiento con la planta Poliomintha longiflora con la finalidad de
evaluar in vivo la capacidad antioxidante de la planta, pues los metabolitos
reportados en este y otros trabajos con Poliomintha longiflora hacen
suponer una capacidad antioxidante.
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