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| RESUMEN

La medicina tradicional sigue siendo un recurso terapéutico ampliamente usado en nuestro
pais. Una de las plantas mas empleadas es el gordolobo. En México se conoce con este
nombre a varias especies de diferentes géneros. Una de las especies mas comunes y faciles
de encontrar es Gnaphalium conoideum Kunth.

Existen registros de diferentes actividades farmacologicas para el género Gnaphalium, tales
como antioxidantes, antibacteriales, antifingicos y expectorante, por mencionar algunas. En
la medicina tradicional mexicana, G. conoideum se usa para aliviar la tos, asma y bronquitis;
ademas de poseer propiedades relajantes. Su modo de empleo es mediante la coccidon de sus
flores y frutos. Sin embargo, no existen estudios que determinen su genotoxicidad.

El ensayo de mutacion y recombinacion somdtica (SMART) en el ala de Drosophila
melanogaster evalua el potencial genotoxico de un agente al analizar la pérdida de
heterocigocidad en las células somaticas. Esto indica que eventos ocurridos durante la mitosis
tuvieron repercusion sobre la integridad del DNA.

En este trabajo se evalud el potencial genotoxico de G. conoideum a través del ensayo
SMART en ala de D. melanogaster. Se utilizo la planta en una decoccion en cuatro diferentes
concentraciones (2.5%, 5%, 7.5% y 10%), usando como positivo 4NQO. Adicionalmente,
se realizé un cotratamiento de 4NQO con la concentracién mas alta de la decoccion para
determinar si posee un efecto antigenotdxico.

Se utilizaron dos cruzas de D. Melanogaster para evaluar esta planta: la cruza de alta
bioactivacion (HB) y la cruza estandar (ST). Se expusieron a larvas de 72 horas = 3 horas a
los diferentes tratamientos. Se registro la frecuencia, el tipo y el tamafio de manchas presentes
en las alas de los adultos. Los datos se analizaron mediante el programa SMART v2.0 (Frei
y Wiirgler, 1988) y con base en este andlisis estadistico, se concluyd que mediante este
ensayo, la decoccion de G. conoideum Kunth no mostrd un efecto genotéxico ni tampoco
mostrd tener un efecto antimutageno en el cotratamiento con 4NQO.



Il INTRODUCCION

La medicina tradicional se remite a una herencia cultural, en donde se hace uso de las plantas
medicinales provenientes de los de recursos naturales propios de la region y de practicas
médicas populares. Este conocimiento se genera en el seno de una poblacidon y se mantiene
generacionalmente por via oral. La medicina tradicional es ampliamente usada, también
como tratamiento simultaneo a la medicina aldpata o como recurso terapéutico (Taddei-
Bringas y Santillana-Macedo, 1999).

Los primeros registros escritos de las medicinas elaboradas derivadas de plantas datan de
Mesopotamia hacia 2600 A.C (Newman ef al., 2008).

Hoy en dia, la etnobotéanica se encarga del estudio cientifico del empleo de plantas en las
culturas nativas, incluyendo su uso como medicina. Esta ciencia empez6 con los estudios de
Carolus Linneo, quien publico Flora lapponica en la década de 1730. Sus observaciones,
como muchas de las que se han hecho desde entonces, recurren al conocimiento del mundo
natural, acumulado a lo largo de muchas generaciones por los pueblos indigenas. Estas
aportaciones contintian contribuyendo significativamente a la practica de la actual (Newman
et al., 2008). En la actualidad tenemos muchos ejemplos de medicamentos cuyos principios
activos provienen de metabolitos de plantas usadas en medicina tradicional.

La planta cominmente conocida en nuestro pais con el nombre de Gordolobo se encuentra
entre las especies mas utilizadas en la medicina tradicional mexicana, en esta lista también
se encuentra el arnica, el cuachalalate, la tila, la salvia, la cola de caballo y el boldo (Garcia
de Alba et al., 2012).

Los padecimientos que con mayor frecuencia se atienden haciendo uso de plantas son
aquellos relacionados con el aparato respiratorio como la tos, gripa o bronquitis, siguiendo
el orden en la lista también es frecuente tratar padecimientos del aparato digestivo, fiebre,
dolor de cabeza y reumas. (Betancourt et al., 2000).



11.1 Gordolobo

En la region central del pais se aplica el nombre de Gordolobo a distintas especies de
diferentes géneros; sin embargo, todas estan indicadas en el tratamiento tradicional de
enfermedades respiratorias como la gripe y la bronquitis, asi como para aliviar algunos
sintomas de ellas como lo es la tos. Su modo de uso es a través de la administracion de un
cocimiento de las flores y las hojas de esta planta que se puede endulzar con miel y beber
mientras se encuentra caliente, de preferencia por las noches. Biblioteca Digital de la
Medicina Tradicional Mexicana (BDMTM). 2009. Atlas de las plantas de la medicina
tradicional mexicana. Obtenido de:
http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/monografia.php?1=3 &t=&i1d=7483, 08
de mayo del 2014. Castillo, F., Hernandez, D., Gallegos, G., Méndez, M., Rodriguez,
R., Reyes, A. y Aguilar, C. N

Segun los datos arrojados en un estudio llevado a cabo en algunas regiones de Puebla como
Tzinacapan y Zoquipan el gordolobo estd entre las 47 plantas mds usadas en medicina
tradicional. Esta planta también ocupa un lugar en la lista de otras regiones del mismo estado
como Loma Bella, Xonalpu, Cinco de mayo, Coxcatlan, Tulcingo del Valle (Betancourt et
al., 2000).

En el Estado de México, asi como en la Ciudad de México, Michoacan, Tabasco,
Guanajuato, Jalisco, Hidalgo, Puebla y Querétaro es comun encontrar el género Gnaphalium.
Muchas especies de este género se cultivan y comercializan como plantas medicinales,
aunque también existen poblaciones silvestres y se encuentran en algunos huertos familiares
(observacion personal; Gomez-Alvarez, Atlas de las Plantas de la Medicina Tradicional
Mexicana 2012). Lo anterior facilita acceder a ellas.

Figura 1. Mapa que muestra los estados en los que se encuentra el género Gnaphalium.


http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/monografia.php?l=3&t=&id=7483

El gordolobo es una planta nativa usada principalmente para aliviar padecimientos del
aparato respiratorio. Existen diferentes especies de gordolobo; la mayoria es utilizada en la
zona centro y centro-sur de nuestro pais (Betancourt et al., 2000).

Entre las especies comunmente comercializadas se encuentra Gnaphalium conoideum Kunth,
esta planta es usada como tratamiento para la tos, el asma y la bronquitis ademas de presentar
propiedades relajantes (Garcia de Alba et al, 2012) también presenta propiedades
desinflamantes, expectorantes y emolientes

(Betancourt et al., 2000).

En la Ciudad de México se puede encontrar en
diferentes mercados como lo son: el mercado
de Portales, Sonora, y Coyoacadn; por
mencionar algunos. Por ser una planta de uso
comun y de facil acceso, se decidid abordar su
estudio.

G. conoideum Kunth es una planta herbacea
con tallos y hojas aterciopeladas, las hojas son
largas y angostas, pegadas al tallo, con flores
dispuestas en cabezuelas, con frutos en forma
de capsulas alargadas y mide entre 30 y 80 cm.
Su clasificacion taxonomica es la siguiente:
Reino: Plantae

Divisién: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Asterales

Familia:Asteraceae

Género: Gnaphalium

Especie: Gnaphalium conoideum Kunth.

Figura 2. Gnaphalium conoideum Kunth. Tomada
(Colecciones biologicas UNIBIO por Paola Argtiello

<http://unibio.unam.mx/irekani/handle/123456789/14439?proyecto=Irekani >).

Se han aislado mas de 125 constituyentes quimicos del género Gnaphalium, entre ellos;
flavonoides, sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos y fitosteroles; entre otros componentes.
Se ha demostrado que los extractos de este género, asi como los compuestos aislados del
mismo, poseen multiples actividades farmacologicas, tales como antioxidantes,
antibacteriales, antifingicos, antitusigeno y expectorante; por mencionar algunas (Zheng et
al., 2013).

11.2 Metabolitos secundarios.

Las plantas poseen dos tipos de metabolismo: el primario y el secundario. Del metabolismo
primario derivan aquellos metabolitos que participan como intermediarios de las rutas
bioquimicas. Estos procesos son esenciales para la célula y, en general para la planta ya que


http://unibio.unam.mx/irekani/handle/123456789/14439?proyecto=Irekani

cubren funciones bdasicas tales como componentes estructurales de la membrana de los
pigmentos fotosintéticos, procesos respiratorios, asimilacion de nutrientes, o sintesis de
proteinas, por mencionar algunas . (Pérez-Urritia y Avalos-Garcia, 2009).

Por otro lado existen rutas que conducen a la formacién de compuestos conocidos como
metabolitos secundarios. Estos no cumplen una funcion esencial en la planta (Pérez-Urritia,
y Avalos-Garcia 2009). Sin embargo, confieren una clara ventaja selectiva interviniendo en
las interacciones ecologicas entre la planta y el ambiente. Pueden estar relacionados con
funciones como la atraccion a polinizadores o en la defensa quimica contra el dafio que
ocasionan factores biodticos o abidticos (Sepulveda et al., 2003). Entre estos metabolitos
también se encuentran compuestos venenosos, como alcaloides, glucésidos y cianogénicos,
cuya concentracion en las células es relativamente baja. Cuando las plantas se encuentran
bajo condiciones como la depredacion por herbivoria, ataque de microorganismos,
competencia por espacio de suelo, se induce una sintesis activa de metabolitos secundarios.
(Sepulveda et al., 2003).

Las plantas no cuentan con un mecanismo de excrecion, por lo que acumulan todos los
residuos de sus reacciones metabodlicas. Los compuestos solubles en agua se almacenan en
vacuolas y los solubles en lipidos se encuentran en estructuras especializadas como pelos
glandulares, tricomas o en la cuticula. (Wink, 1999 en Sepulveda ef al., 2003). Esta es la
razon por la que al consumirlas se ingieren también los metabolitos secundarios que la planta
ha acumulado, pudiendo causar un efecto toxico.

11.3 Toxicologia

La toxicologia es la disciplina encargada de la identificacion y la cuantificacion de los efectos
adversos asociados a la exposicion de agentes fisicos y sustancias quimicas (Silbergeld,
1998). Abarca desde estudios de investigacion basica sobre el mecanismo de accion de los
agentes toxicos hasta la elaboracion e interpretacion de pruebas normalizadas para determinar
las propiedades toxicas de los agentes. Es un componente crucial de las estrategias de
prevencion, es ya un elemento importante de salud ambiental y salud en el trabajo, pues
proporciona informacion sobre peligros potenciales. Desempefia un papel importante en la
elaboracion de normas y otras medidas de salud profesional. Ademads, los estudios
toxicologicos pueden proporcionar una informacion precisa sobre la dosis y la respuesta en
condiciones controladas de laboratorio (Silbergeld, 1998).

11.4 Toxicologia genética

Algunos agentes toxicos son capaces de interactuar con el material genético de los
organismos, estos agentes son el objeto de estudio de la Toxicologia genética, la cual
pretende establecer la correlacion que existe entre la exposicion de las células germinales y/o
las células somaticas a un agente en particular con el fin de definir su efecto sobre la
integridad genética del material hereditario (Rodriguez-Arnaiz, 1994).

La toxicologia genética se ha encargado de identificar agentes mutagénicos y de cuantificar
el peligro que estos agentes representan como inductores de dafio genético (Vettorazzi y



Ginebra, 1992). Los agentes genotoxicos se definen como aquellos que causan dafio al
material genético a dosis subtoxicas (ICCPEMC, 1983 en Cuenca y Ramirez, 2004).

Actualmente existe una gran cantidad de técnicas de laboratorios para detectar eventos
mutagénicos, asi como también existen multiples ensayos genéticos. Esta variedad abarca
desde sistemas in vitro, como el ensayo de micronucleos, el ensayo del letal dominante que
utiliza hongos, el ensayo de reversion de la histidina en bacterias (como la prueba de Ames)
y cultivos de células de mamiferos, hasta sistemas in vivo, como el ensayo de micronucleos,
el ensayo letal dominante y los ensayos de aberraciones cromosdmicas. Sin embargo, existen
diferencias entre los diversos mecanismos moleculares a través de los cuales se puede inducir
el dafio genético. Por esta razon, ningun ensayo genético actual, tomado individualmente, es
capaz de revelar todos los mecanismos (Vettorazzi, y Ginebra, 1992).

A finales de los afios 70, se demostré que existe una correlacion entre la induccion de
mutaciones (mutagénesis) causadas por diversos agentes quimicos y el desarrollo de algunos
tipos de cancer (carcinogénesis). Esto se debe a que la mayoria de los carcindgenos
interactiian directa o indirectamente con los acidos nucleicos, por lo que poseen la capacidad
de producir cambios heredables. Los cambios generados en los gametos pueden provocar
esterilidad en el individuo portador o pueden fijarse en el material genético y heredarse. Si
las mutaciones se producen en células somaticas, puede conducir al desarrollo de
enfermedades o iniciar un proceso canceroso en el organismo (Rodriguez-Arnaiz, 1994).

11.5 Dosis Letal Media

En el caso de una sustancia desconocida, las investigaciones generalmente se inician con
ensayos de toxicidad aguda. El objetivo es obtener datos sobre los efectos producidos en el
organismo después de una unica exposicion al xenobiotico (Vettorazzi y Ginebra, 1992).

La relacion dosis efecto, es una relacion a nivel individual, donde un incremento en la dosis
puede aumentar la intensidad de un efecto o su gravedad. La relacion dosis respuesta, es la

relacion entre la dosis y el porcentaje de individuos que presentan un determinado efecto
(Silbergeld, 1998).

La dosis suele definirse como la cantidad de un xenobidtico que entra en un organismo. La
dosis letal media (LDso, por sus siglas en inglés) es un parametro que se toma como indice
de toxicidad de una sustancia y se define como la dosis que produce una mortalidad del 50%
de la poblacion expuesta. Usualmente se usan ratas o ratones y en general, las cantidades de
sustancia requeridas para matar animales de diferentes especies estdn relacionadas con el
peso de los animales. Por esta razon la DLso se reporta comunmente como la cantidad de
sustancia por kilogramo de peso del animal. La LC;)s50 (Concentracion Letal media por unidad
de tiempo) es una medida similar, pero la diferencia radica en que la DLsp administra una
cantidad especifica por organismo y la LC )50 administra el xenobiotico de manera indirecta
al medio en donde se encuentran los organismos de estudio sin tomar en cuenta la talla y peso
de los mismos (Royal Society of Chemistry, 2001).



11.6 Uso de la 4- nitroquinolina N-0xido como control positivo de genotoxicidad

El 4-nitroquinolina N-6xido (4NQO) se utiliza como control positivo en varios ensayos de
genotoxicidad, ya que este compuesto y sus derivados son conocidos por sus propiedades
carcinogénicas y mutagénicas (Briisehafer et al., 2015), ademéas de ser uno de los modelos
de carcinogénesis animal mas usados al afectar varios 6rganos (Tada y Tada,1971; Grawish
etal., 2011). E1 4NQO es capaz de generar papilomas, carcinomas, fibrosarcomas y linfomas
en varios organismos como, ratones, ratas, hamsters, conejillo de indias y conejos.

E1 4NQO es conocido por imitar los efectos de la luz ultravioleta en varios organismos, tiene
la capacidad de unirse covalentemente al DNA produciendo aductos en el material genético
(Ikenaga et al., 1975; Castafieda-Sortibran, et al., 2015).

Se sabe que el 4NQO, ademas de reaccionar con el DNA, induce estrés oxidativo generando
especies reactivas al oxigeno (ROS), como el radical superdxido (O2") o el peroxido de
hidrégeno (H20z). Se cree que estos radicales se derivan de la reduccién enzimatica del
grupo nitro del 4NQO. Este compuesto necesita metabolizarse por la maquinaria celular, de
modo que el metabolito secundario que se genera es capaz de unirse covalentemente al DNA,
especialmente con la adenina y la guanina. Estos agentes secundarios pueden causar dafio al
DNA o dafar otros componentes celulares que pueden alterar las rutas metabolicas y causar
estrés oxidativo (Nunoshiba y Demple, 1993; Briisehafer ef al., 2015; Castafieda-Sortibran,
et al., 2015).

Se ha mostrado la genotoxicidad del 4NQO por el ensayo SMART en ala de Drosophila
melanogaster en la cruza estandar (Graf, 1997) y en la cruza de alta bioactivacion (Heres-
Pulido et al., 2004; Castaneda-Sortibran, et al., 2015).

11.7 Antigenotoxicidad

Los antimutagenos y anticarcindgenos participan de manera importante en combatir la accion
de factores que estan relacionados con el cancer. Se esperaria que los agentes inhibidores de
mutagénesis actien también como inhibidores de carcinogénesis (Karekar ef al., 2000).

Un amplio nimero de ensayos de genotoxicidad se han usado también para evaluar la
antigenotoxicidad, entre los cuales estd el ensayo SMART en D. Melanogaster, que ha
resultado ser muy eficiente y sensible para este tipo de estudios. Los compuestos quimicos y
las mezclas se analizan a través de tratamientos crénicos para la valoracion de su
antigenotoxicidad. Para este tipo de estudios se pueden usar cotratamientos crénicos, asi
como pretratamientos (Graf et al., 1997).



11.8 Drosophila melanogaster

La mosca de la fruta D. melanogaster ha sido ampliamente estudiada durante décadas
acompafiando a los genetistas en el establecimiento de diversos conceptos, mecanismos y
procesos. Se introdujo como organismo experimental hace aproximadamente un siglo y los
estudios realizados con este organismo han sido cruciales para el desarrollo de la genética y
campos relacionados (Sepel y Loreto, 2010). Este organismo presenta ciertas ventajas sobre
otros modelos, tales como son:

* bajo costo de mantenimiento

* corto tiempo generacional

* progenie numerosa

* genética y biologia molecular bien conocidas

Una generacion dura aproximadamente 10 dias a 25°C (Figura 3). Las hembras almacenan el
esperma en el receptaculo seminal o espermateca, para la fecundacion de cientos de huevos
que posteriormente seran ovipositados durante varios dias. Si se encuentran a 25°C, el
desarrollo del huevo dura alrededor de 21 horas. Cuando el huevo eclosiona, atraviesa por
tres estados larvales. El estadio mas largo es el tercero, el cual se alcanza a las 72 horas de
vida posteriormente se continua con la etapa de forrajeo para asi migrar al estadio de pupa
para pupar (Prokop, 2013). Durante las etapas de pupa se forman las estructuras de la mosca
adulta. Posteriormente, la mosca emerge y alcanza su madurez sexual después de 8 horas
(Prokop, 2013). En medios de cultivo sintéticos, se utiliza levadura fresca para estimular su
oviposicion, ya que en la naturaleza, D. melanogaster, es atraida por la fruta fermentada
(Becher et al., 2012).

Figura 3 Ciclo de vida de Drosophila melanogaster. Modificado de (Weigmann., et al., 2003).



D. melanogaster comparte con los mamiferos muchas caracteristicas bioldgicas,
bioquimicas, neurolégicas, fisioldgicas y posee sistemas sofisticados y complejos que son
comparables a las funciones equivalentes al corazon, rifion, intestino y pulmoén (Pandey y
Nichols, 2011). Ademas, su sistema nervioso responde a muchas drogas de manera similar a
como lo hace el de los mamiferos (Pandey y Nichols, 2011) y se ha demostrado que las
enzimas de los citocromos P450 de D. melanogaster son similares a las encontradas en la
fraccion S9 del higado de mamiferos (Clark, 1982; Héllstrom ef al.,1984).

El 75% de las enfermedades humanas causadas por genes tienen un homoélogo funcional en
D. melanogaster. Por ejemplo, de los genes que se sabe han mutado o se han suprimido en
enfermedades humanas, por lo menos el 60% se encuentran en Drosophila (Chivian et al.,
2008). También ha sido esencial para la identificacion de genes involucrados en varios
procesos biologicos, un ejemplo de esto es la funcion del gen p53, que codifica una proteina
vital para la proteccion de las células en contra del desarrollo de cancer. Esta proteina tiene
la capacidad de detectar dafios en el DNA en una célula a punto de someterse a division
celular y de activar en la célula los procesos de reparacion del DNA. Si este DNA esta
demasiado dafiado para ser reparado, la proteina p53 dirige la célula a apoptosis (Chivian et
al., 2008).

Los compuestos quimicos pueden ser administrados a D. melanogaster mediante diferentes
vias dependiendo del tipo de estudio, la naturaleza del xenobidtico y la fase de desarrollo de
la mosca. En el estado larvario, el xenobidtico puede afiadirse al medio solido para
exposiciones prolongadas o a un medio con levadura para exposiciones cortas (Abolaji et al.,
2013).

11.9 Discos imaginales

El cuerpo de la larva de D. melanigaster esta conformado por dos tipos de tejido: el larval y
el de los discos imaginales. (Figura 4). Los discos imaginales corresponden a un tejido que
crece de forma autdnoma mediante la constante divisiones mitdticas constantes las cuales
son asincronicas con respecto al crecimiento y la division del tejido larvario.

Los discos imaginales estan formados de unas 50 a 100 células en el primer estado larval.
Sin embargo, este nimero aumenta a 30,000 en la pupa temprana, cuando inicia la
diferenciacion de las alas (Ransom, 1982). La proliferacion celular durante el desarrollo de
la larva da lugar a un elevado numero de células blanco, presentes en los discos imaginales
(Graf, 1995). Las c¢lulas blanco del ensayo SMART son las que se encuentran en los discos
imaginales de ala (Graf et al., 1984).



Figura 4. Discos imaginales de Drosophila melanogaster. Modificado de The Scientist.

11.10 Ensayo de Mutacion y Recombinacion Somatica (SMART)

El ensayo de Mutacion y Recombinacion Somaticas (SMART por sus siglas en inglés) en el
ala de Drosophila melanogaster (Graf et al., 1984) es un ensayo in vivo que evaltia el
potencial genotdxico de un agente quimico al analizar la pérdida de heterocigosis, resultado
de mutaciones puntuales, deleciones, recombinaciones, reglos cromosomicos, rompimiento
o pérdida cromosomica. Este bioensayo hace uso de marcadores recesivos en las células de
las alas mwh (multiple wing hairs) y fIr° (flare) en moscas transheterocigotas mwh+ / +fIr3.
Estos dos marcadores recesivos se encuentran en el brazo izquierdo del cromosoma 3 (Graf,
1994). La mutacion recesiva mwh altera el nimero de tricomas que se manifiestan
expresados por célula; a diferencia del fenotipo silvestre, que s6lo presenta un tricoma por
célula, este marcador expresa tres 0 mas tricomas por célula. El marcador fI7° es letal en
homocigosis, este alelo necesita la presencia de los balanceadores cromosémicos TM1 'y
TM3 (Vogel, 1992).

Cuando una alteracion genética es inducida en una célula en division mitotica en un disco
imaginal de ala, éste puede dar lugar a manchas mwh y/o fIr® en la superficie visible del ala
de la mosca adulta. El total de manchas inducidas en un grupo en moscas proveen datos
cuantitativos acerca de la actividad genotoxica de un compuesto. (Graf, et al,1998). La
capacidad de esta prueba de detectar la recombinacion somatica hace que sea de gran interés
para la identificacion de agentes potencialmente carcinégenos (Rodrigues de Andrade, 2004).
Este ensayo también detecta la actividad de promutagenos mediante el uso de la cruza de alta
bioactivacion, que tiene la capacidad de transformar algunos carcindgenos a sus metabolitos
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activos (Graf 'y van Schaik, 1992).

Dos de las cruzas que se pueden utilizar en este ensayo son la cruza estandar y la cruza de
alta bioactivacion. La primera es capaz de detectar “progenotoxinas’ en metabolitos reactivos
diferencia de la cruza de alta bioactivacidon, que se caracteriza por tener altos niveles de
citocromos P450 (Hallstrom y Blanck, 1985 en Graf'y van Schaik, 1992) por esta razén los
promutagenos muestran una actividad genotoxica mayor cuando son expuestos a esta cepa,
en comparacion a la cruza estandar (Graf'y van Schaik, 1992).

El ensayo SMART ha probado ser lo suficientemente sensible para establecer la relacion
entre la estructura quimica de un xenobidtico y la respuesta mutagénica y ademas nos ofrece
un extenso tamafio de muestra de gran importancia estadistica (aproximadamente 30,000
células por mosca) (Rodrigues de Andrade et al., 2004). También permite elegir tanto la ruta
de administracion, como el tiempo de exposicion pudiendo ser agudo (larvas de tercer estadio
tratadas de 2 a 6 h) o cronico (larvas de tercer estadio expuestas 48 h). La relacion entre la
edad de las larvas y el tamafio de las manchas sencillas, radica en el tiempo de exposicion al
xenobiotico, ya que las manchas pequenas (una o dos células) se producen durante la Gltima
ronda de division celular en la larva de tercer estadio, mientras que las manchas grandes
(mayores a tres células) se producen en larvas de segundo y tercer estadio (72 h) (Rodrigues
de Andrade ef al., 2004). Esta relacion no existe cuando se trata de manchas gemelas, éstas
aparecen esporadicamente sin importar la edad de las larvas expuestas. Por estas razones, la
edad 6ptima de las larvas para llevar a cabo este ensayo es de 72h (Graf'y van Schaik, 1992).

La cruza estandar de D. melanogaster, que expresa niveles basales de citocromos P450, es
capaz de detectar “genotoxinas” que funcionan como metabolitos reactivos de accion directa.
Por otro lado, la cruza de alta bioactivaciéon se caracteriza por tener altos niveles de
citocromos P450 (Héllstrom y Blanck, 1985) debido a la sobreexpresion constitutiva de los
genes que los codifican, razéon por la cual los promutdgenos muestran una actividad
genotdxica mayor cuando son expuestos a esta cruza, en comparacion a la cruza estandar
(Graf' y van Schaik, 1992). Por lo que la cruza de alta bioactivacion detecta genotoxinas de
accion indirecta.

Este bioensayo presenta varias ventajas. Las preparaciones de alas realizadas son
permanentes y de esta forma se pueden verificar y reconsiderar los datos con el material
original, tanto en laminillas como en organismos fijados en etanol al 70%. Otra ventaja es
que en cada disco imaginal, se encuentran miles de células blanco que estan expuestas (Graf
et al., 1984), por lo que el tamano de muestra abarca cerca de 3,000,000 de células, lo cual
representa un buen tamafio de muestra para los posteriores andlisis estadisticos.
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11.11 Clasificacion del tipo de manchas

Dependiendo del mecanismo de formacion de manchas que se haya llevado a cabo dentro
de la célula, podremos encontrar los siguientes fenotipos.

Silvestre.

Este fenotipo estéd representado por
un tricoma por cada célula que
conforma el ala de D. melanogaster.

mwh

En esta categoria estan todas las
células que contienen tres o mas
tricomas por célula en lugar de uno,
como es el caso del fenotipo silvestre

Figura 5. Fotografia de ala de Drosophila melanogaster a 40x en
microscopio Leica, donde se muestra el fenotipo mwh y silvestre.
Tomada por Paola Arguello.

flr3

El alelo fI¥ no se expresa
completamente en clones menores
a 4 células. En manchas grandes,
fIr¥  presenta una  expresion
variable. Puede ser puntiaguda,
acortada, tricomas cortos o
amorficos, algunas veces puede
presentar forma de globo de
material quitinoso melandtico.

gemelas

Estas manchas expresan el

fenotipo fIr° y el mwh. Estas

manchas expresan el fenotipo 1% y el

mwh. Aparecen raramente en los controles negativos, por lo que no presentan una dificultad en el

analisis estadistico. Figura 6.. Fotografia de ala de Drosophila melanogaster a 40x en

microscopio Leica, donde se muestra el fenotipo flr? y mancha gemela
Tomada por Paola Arglello.
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En teoria, el tamafio de la mancha refleja el nimero de divisiones celulares que ocurrieron
después de la induccion del cambio genético en la linea celular. Todas las células en un clon
se dividen a la misma tasa, por lo que el tamafio de la mancha deberia reflejar directamente
el nimero de divisiones en un intervalo de 2° a 2" células (Graf et al., 1984). Por esta razon,
se clasifican las manchas de la siguiente manera: 1, 2, 3-4, 5-8, 9-16, 17 -32.

11.12 Mecanismos de formacion de manchas
En las siguientes figuras se muestran los diferentes mecanismos (deleciéon, mutacién

puntual, recombinacién y no disyuncién) por los cuales se pueden formar y manifestar los
diferentes tipos de manchas en las alas de las moscas.

Figura 7. Diagrama representando dos células derivadas de mitosis que expresan el mismo fenotipo que la
célula progenitora, en ausencia de algin evento mutagénico. Elaborada por Paola Argiiello
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Figura 8. Diagrama representando dos células derivadas de mitosis donde una expresa fenotipo diferente al de
la célula progenitora debido a un evento de delecién. Elaborada por Paola Argiello

Figura 9. Diagrama representando dos células derivadas de mitosis donde una expresa fenotipo diferente al de
la célula progenitora debido a un evento de mutacion puntual donde el alelo de fenotipo silvestre es
remplazado por mwh . Elaborada por Paola Argiello
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Figura 10. Diagrama representando dos células derivadas de mitosis donde ambas células hijas expresan fenotipo
diferente al de la célula progenitora debido a un evento de recombinacién genética cercana al centromero .
Elaborada por Paola Argiello

Figura 11. Diagrama representando dos células derivadas de mitosis donde ambas células hijas expresan fenotipo
diferente al de la célula progenitora debido a un evento de recombinacidn genética cercana al centrémero .
Elaborada por Paola Argtiello
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Figura 12. Diagrama representando dos células derivadas de mitosis; donde una expresa fenotipo diferente al
de la célula progenitora (mwh) debido a un evento de no disyuncion. Elaborada por Paola Argtiello
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I1l. JUSTIFICACION.

El gordolobo (G. conoideum Kunth.) es una especie comun, de facil acceso y ampliamente
usada en la medicina tradicional. Con esta planta se tratan diversos malestares, siendo la tos
el mas comun. Sin embargo, se desconoce si posee un efecto genotoxico que aunado a su
frecuente uso pudiese causar mas dafios que beneficios al consumidor.

17



IV OBJETIVOS.

V.1 Objetivo general.

Determinar si la decoccion de diversas concentraciones de Gnaphalium conoideum Kunth
poseen un efecto genotoxico por medio del ensayo SMART en el ala de Drosophila
melanogaster.

V.2 Objetivos particulares.

1. Determinar la LCso de la decoccion de G. conoideum en machos jovenes f1r°.
2. Estudiar el efecto genotoxico de la decoccion a partir de las concentraciones

determinadas por la LCso.
3. Determinar si existe un efecto antigenotéxico de G.conoideum, cuando las moscas se
exponen simultaneamente a un mutageno y al extracto de la planta en estudio.
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V  HIPOTESIS.

1) Si la decoccion de G. conoideum Kunth posee un efecto genotoxico, entonces se
obtendra una frecuencia de manchas mwh y fIr° en larvas de 72+3h significativamente
mayor a la obtenida en el control negativo.

2) Si la decoccidon de G. conoideum Kunth posee un efecto antigenotdxico, entonces se
obtendra una frecuencia de manchas mwh y fIr? en larvas de 72+3h significativamente
menor a la obtenida en el control positivo.
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VI MATERIALES Y METODOS.

V1.1 Compuestos quimicos empleados

El 4NQO (CAS 56-57-5) y Tween-80 (CAS 9005-65-6) se adquirieron en Sigma-Aldrich
Quimica, S. RL de CV. Toluca de Lerdo, México.

Medio instantaneo Carolina.

Para el cultivo de las cepas de D. melanogaster usadas en este bioensayo se utilizé medio
instantaneo Carolina ® (formula 4-24; Carolina Biological Supply, Burlington, NC, EUA).

V1.2 Obtencion de la planta.

Se obtuvo la planta G. conoideum fresca y sin raiz en el Mercado de Sonora de la Ciudad de
México, ubicado en Av. Fray Servando Teresa de Mier no.419, Col. Merced Balbuena,
Delegacion Venustiano Carranza.

V1.3 Preparacion de la decoccion

Se extendi6 la planta sobre camas de papel periddico para deshidratarla. Posteriormente, se
tritur6 la planta con ayuda de un molino manual. Con la planta triturada se prepar6 la
decoccidn, la cual consistié en 10g de planta y se mezcld con 100 mL de agua destilada. Las
cantidades de planta y agua corresponden a una proporcion 1:10. La mezcla se colocd en un
vaso de precipitados y se dejo hervir durante 15 minutos. Finalmente, se filtr6 para obtener
el concentrado de decoccion.

V1.4 Prueba de CL50

La prueba de la concentracion letal media (CLso) se realizdO para determinar las
concentraciones con las que se trabajaria para evaluar el efecto genotoxico de la decoccion
de G. conoideum Kunth.

A partir del concentrado al 10% se realizaron diluciones para obtener las concentraciones a
probar, siendo las que se presentan en la Tabla 2.

Tabla 1. Cantidades de agua y del concentrado obtenido empleadas para preparar las diferentes diluciones

Concentracion (%) Agua (mL) Concentrado (mL) Volumen final (mL)
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De las concentraciones previamente mencionadas, se afiadieron 2mL a 0.5g de medio
instantdneo Carolina® en viales de 2.2 cm de didmetro por 9.5 cm de altura. Se realizaron
cinco repeticiones por concentracion, en cada vial se introdujeron 10 machos jovenes f1r° de
48+12h. Se registr6 la mortalidad de los individuos cada 24 h durante 3 dias.

V1.5 Control positivo

Se utilizé 2 mM de 4NQO diluido en etanol, como control positivo en ambas cruzas. Se
diluy6 en etanol: por cada 0.0263g de 4NQO se afiadieron 3mL de etanol para diluir el
compuesto El vaso de precipitados con la mezcla se colocé en el reostato a 100 »pm con un
agitador magnético a 100°C. Una vez que el 4NQO se disolvido completamente, se anadio
ImL de Tween 80, la mezcla se mantuvo en el reostato en las condiciones antes mencionadas
hasta que se evapord completamente el etanol. La mezcla se llevo a un volumen de 70mL
con agua destilada Posteriormente se realiz6 el ensayo SMART con el procedimiento antes
mencionado en ambas cruzas.

V1.6 Cotratamiento con 4NQO

El cotratamiento supone tratar con dos agentes distintos a los mismos individuos para ver la
posible interaccion de dichos agentes. En nuestro caso a las larvas de 72hrs (+ 3 horas) se les
adicion6 al medio de cultivo simultineamente 4NQO y la decoccion. La concentracion de
4NQO fue la usada en el control positivo (2mM) y la concentracion mas alta de decoccion
(10%). Para lograrlo, se trabajo con el 4NQO siguiendo el protocolo antes mencionado hasta
evaporar por completo el etanol, en este punto se utilizé la decoccion al 10%, para llevar la
mezcla a un volumen final de 70mL.

V1.7 Ensayo SMART

En esta prueba se trabajé con individuos provenientes de dos tipos de cruza: 1) cruza estandar
(ST) de hembras virgenes fIr°/TM3 con machos mwh/mwh, 2) cruza de alta bioactivacion
(HB) de hembras virgenes ORR/ ORR; fIr¥/TM3 con machos mwh/mwh.

Las cruzas se realizaron con una proporcion 1:2 de machos y hembras, respectivamente. Se
transfirio la cruza a frascos de medio de cultivo adicionados con levadura fresca, durante 6h
para que la progenie tuviera una diferencia de edad de + 3 horas. Después de este tiempo se
retiraron los adultos del medio, dejando en los frascos con medio Gnicamente a los huevos.
Transcurridas 72 h, se extrajeron las larvas del medio utilizando una solucion de sacarosa al
20% y una malla fina de nylon.

Para someter a las larvas a tratamiento, éstas se depositaron en viales conteniendo medio de

cultivo Carolina hidratado con las diferentes concentraciones de decoccidén asi como los
controles positivos y negativos y la prueba de antimutagénesis. Al llegar a la etapa adulta se
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separaron por fenotipo del ala y sexo, se almacenaron en etanol al 70%. Como control
negativo, se utilizé agua destilada H>O y como positivo, 2 mM de 4NQO.

Con las moscas trans-heterocigotas (con
fenotipo silvestre en alas) se montaron
preparaciones con las alas de 10 hembras y
10 machos por laminilla. Usando el
microscopio estereoscopico se desprendid
el par de alas de cada individuo y se
adhirieron al portaobjetos con ayuda de la
solucion de Fauré. Se elaboraron 4
laminillas por tratamiento y los controles
concurrentes.

Figura 13. Laminilla de alas de Drosophila melanogaster.
Tomada por Paola Argliello

V1.8 Analisis de las muestras

Las laminillas se analizaron bajo microscopio Optico para registrar la frecuencia, el tipo, el
tamafio y el nimero de manchas con los marcadores mwh y fIr3. Se registraron los datos de
30 hembras y 30 machos por cada concentracion.

Se analizaron las frecuencias de las lecturas por cada concentracion, usando una prueba de
X? una tabla de contingencia de 2 x 2 para comparar los datos entre cada lectura y verificar
si los resultados entre ellas fuesen sumables o no. En caso de no serlo, se procedio a la lectura
de una laminilla de la misma concentracion. Los datos se analizaron con el programa SMART
v2.0, el cual lleva a cabo un analisis estadistico. (Frei y Wiirgler, 1988 no publicado).
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VII RESULTADOS.

V11.1 Prueba de letalidad (CL,)

Se llevo a cabo un experimento con cinco repeticiones independientes en machos jovenes de
la cepa fIr°. En cada vial se contabilizaron 10 individuos, dando un total de 50 por cada
tratamiento. En la Tabla 3 se muestra el nimero de organismos vivos registrados cada 24 h
durante 3 dias.

Tabla 2. Total de moscas vivas por concentracion y tiempo de exposicion.

., Porcentaje
Concentracion
de decoccion de'
%) mortalidad
(%)
50 50 49 49 2
50 50 49 49 2
49 46 46 46 8
50 49 49 46 8

En la Tabla 2 se observa que el nimero de moscas vivas después de 72 h de exposicion al
xenobidtico no se aleja del control, siendo las dos concentraciones mas altas aquellas en las
que se presentd mayor nimero de moscas muertas; sin embargo este nimero equivale a un
8% de la poblacion (como se muestra en la Tabla 3).

Los porcentajes resultantes en las concentraciones mas altas que se pudieron obtener son el
8%, lo cual se encuentra muy alejado de la CL, Sin embargo se trabajo con estas
concentraciones debido a que por medio de la decoccion, no resulta posible alcanzar
concentraciones mas elevadas.
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VI1.2 Ensayo SMART.
Cruza estandar (ST)

Los siguientes resultados provienen del ensayo SMART en ala en D. melanogaster en la
cruza estandar. Los individuos se trataron con diferentes concentraciones de decoccion de G.
conoideum, (0.0% 2.5%, 5%, 7.5% y 10%), con 4NQO 2 mM como control positivo, o con
4ANQO 2 mM mas decoccion al 10%. En las tablas 3 y 4 se muestran los resultados
obtenidos con el programa SMART elaborado por Frei y Wiirgler (1988). En estas Tablas se
observa el numero de manchas pequenas, grandes y gemelas; asi como las frecuencias de
cada una.

En las Graficas 1 y 2 se muestra el nimero de manchas mwh observadas en los diferentes
tratamientos con base en el tamafio de la mancha. Se muestra la distribucion de las machas
que aparecen en cada concentracion y tratamiento. Estan agrupados en 7 categorias: 1, 2, 3-
4, 5-8, 9-16, 17-32, 33-64. Es notoria la similitud entre el control negativo y las diferentes
concentraciones utilizadas de la decoccion de G. conoideum, sin embargo, la diferencia entre
el control positivo (4NQO) dista notoriamente de las concentraciones de decoccion que se
usaron.
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Tabla 3. Diagndstico estadistico del experimento, decoccion y control positivo y negativo. Cruza
estandar.

Media por
Concentracion No. de Manchas Manchas Manchas Total de Manchas ciclo de
\% moécas pequefias grandes gemelas manchas con clon division
testigos m=2.00 m=5.00 m=5.00 m=2.00 mwh celular
60 0.40 (24) 0.05 (3) 0.02 (1) 0.047 (28) 27 1.67
60 0.65(39)+ 0.78 (47)+ 0.15 (9)+ 1.58 (95)+ 89 3.15
60 033(20)- 0.05@)i  0.02 (1)i (2'2%? 24 1.71
60 0.25 (15)- 0.08 (5)i 0.00 (0)i 0.33 (20)- 20 2
60 0.32 (19)- 0.05 (3)i 0.00 (0)i 0.37 (22)- 22 1.73
60 0.23 (14)- 0.05 (3)i 0.02 (2)i 0.30 (18)- 18 1.2
Grafica 1
20
18
16
14
12
10
8
Decc 10%
6
4 Decc 5.0%
2
0 Control

1

2

H Control _®
3-4

Decc 2.53;8 | Decg %8%

Decc 7.5%

B Decc 10%

17-32 33-64

B 4NQO

Grdfica 1. Grdfica de distribucion por tamaiio de manchas en los tratamientos y controles utilizados. Cruza
estdndar.



Tabla 4. Diagndstico estadistico del experimento, decoccion y control positivo, negativo y prueba de
antimutagénesis. Cruza estdndar.

c . Manchas Manchas Manchas Total de Manchas Mgdia por
oncentracion No. de = ciclo de
testigos moscas pequefias grandes gemelas manchas con clon Sfite e
Y m= 2.00 m=5.00 m=5.00 m= 2.00 mwh — e
60 0.40 (24) 0.05 (3) 0.02 (1) 0.047 (28) 27 1.67
60 0.12 (7)- 0.00 (0)- 0.00 (0)i 0.12 (7) - 7 1.14
60 0.23 (14)- 0.05 (3)i 0.02 (2)i 0.30 (18)- 18 1.2
60 0.65 (39)+ 0.78 (47)+ 0.15 (9)+ 1.58 (95)+ 89 3.15
60 0.33(20)- 0.63(38)+ 0.15 (9)+ 1.12 (67)+ 62 3.53
Grafica 2
25
20
15
10
T 4ANQO-Decc 10%
4NQO
5 Decc 10%
- a_—— a_—— Control Tween-OH
0 < A— Control H20
3-4 -8 8-16 17-32 33-64

B Control H20 m Control Tween-OH  ® Decc 10% 4ANQO ®4NQO-Decc 10%

Grdfica 2. Grdfico de distribucion por tamafio de manchas en los tratamientos y prueba de antimutdgeno.
Cruza estdndar.
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Cruza de Alta Bioactivacion (HB)

En la Grafica 3 se muestran los resultados del ensayo SMART en la cruza de alta
bioactivacion bajo las mismas condiciones y tratamientos que la cruza estandar. En las
Tablas 5 y 6 se muestran el diagndstico estadistico obtenido seglin el programa SMART de
Frei y Wiirgler (1988). En la grafica 5 y 6 se muestra la distribucion de las machas que
aparecen en cada concentracion y tratamiento siguiendo las 7 categorias antes mencionadas.
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Tabla 5.Diagndstico estadistico del experimento, decoccion y control positivo. Cruza de alta bioactivacion.

c o Manchas Manchas Manchas Manchas Mgdia por
oncentraciony No. de - d | Total de manchas | ciclo de
testigos moscas pequenas grandes gemelas m=2.00 con cion division
m=2.00 m=5.00 m=5.00 mwh
celular
60 0.18 (11) 0.07 (4) 0.00 (0) 0.25 (15) 15 2.07
60 0.32 (19)i 0.73 (44)+ 0.15 (9)+ 1.20 (72)+ 65 3.51
60 0.18 (11)i 0.03 (2)- 0.00 (0)i 0.22 (13)- 13 1.92
60 0.28 (17)i 0.08 (5)- 0.00 (0)i 0.37 (22)i 22 2.27
60 0.20 (12)i 0.07 (4)- 0.03 (2)i 0.30 (18)i 18 2.44
60 0.23 (14)i 0.07 (4)- 0.03 (2)i 0.33 (20)i 20 2.15
Grafica 3
16
14
12
10
8
6 Decc...
4 Decc...
2
Control
0 M Control M Decc2.5% ™ Decc5.0% Decc7.5% ™ Decc10% m4NQO
1 2 3-4 5-8 8-16 17-32 33-64

Grdfica 3. Grdfico de distribucion por tamafio de manchas en los tratamientos y controles utilizados. Cruza
de alta bioactivacion.
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Tabla 6.Diagndstico estadistico del experimento, controles y prueba de antimutdgeno. Cruza de alta bioactivacion.

Media por
ciclo de
division
celular

Manchas \VE B Manchas Total de \E B
pequefias grandes gemelas manchas con clon
m= 2.00 m=5.00 m=5.00 m= 2.00 mwh

Concentracion y No. de

testigos moscas

Control H20 0.18 (11)

0.07 (4) 0.00 (0) 0.25 (15)

Control Tween-OH 60 0.13 (8)- 0.00 (0)- 0.02 (2)i 0.15 (9)- 9 1.78
Decoccién 10% 60 0.23 (14)i 0.07 (4)- 0.03 (2)i 0.33 (20)i 20 2.15

4ANQO (2mM) 60 0.32(19)i  0.73 (44)+  0.15 (9)+ 1.20 (72)+ 65 3.51
ANQO+

Decoccion (2mM + 60 0.43 (26)+  0.73 (44)+  0.20 (12)+  1.37 (82)+ 72 3.43
)

Grafica 4

25
20
15
10 4NQO-Decc 10%
4NQO
5 Decc 10%
r 4 A A Control Tween-OH
0 - - A A Control H20

1 2 3-4 5-8 8-16 17-32 33-64
B Control H20 ® Control Tween-OH  ® Decc 10% 4NQO ®4NQO-Decc 10%

Grdfica 4.Grdfico de distribucion por tamafio de manchas en los tratamientos y cotratamiento de 4NQO y
decoccion. Cruza de alta bioactivacion.
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VIII. DISCUSION

CLso

Los valores obtenidos en la prueba de CL,, mostraron que el gordolobo no tiene altos niveles
de toxicidad, por lo que no fue imposible determinar el valor de la CLy se decidio utilizar
la concentracion mas alta que se pudo alcanzar sin saturar el medio acuoso, a partir de la cual
se realizaron las diluciones al 7.5%, 5% y 2.5%.

SMART

Por tradicion en México se continuan utilizando a las plantas por sus propiedades curativas
y/o preventivas. Esta practica es habitual en aproximadamente el 79% de la poblacion
mundial (Arencibia, et al., 2003). En los Estados Unidos, por ejemplo, la mitad o mas de las
medicinas recetadas provienen de fuentes naturales, ya sea directa o indirectamente, ya que
los compuestos naturales extraidos de las plantas sirven como modelo o como plantillas
quimicas para crear nuevos farmacos (Newman, et al., 2008).

Gran parte de la bibliografia sobre el tema de las medicinas naturales tiende a enfocarse en
la forma en que las plantas son fuente de medicinas tales como la quinina (para la malaria) y
la pilocarpina (para el glaucoma), por mencionar algunas (Newman, et al., 2008).

Estas medicinas provienen de un conjunto de compuestos quimicos que los organismos
generalmente desarrollan para protegerse de infecciones y otras enfermedades, algunos de
estos agentes quimicos han evolucionado, como los péptidos antimicrobianos presentes en
una gran variedad de especies, cuya funcion es prevenir infecciones por bacterias, hongos y
otros organismos (Newman, et al., 2008). En el género Gnaphalium se han encontrado como
producto de los metabolitos secundarios presentes diferentes propiedades antibioticas,
antiflingicas, antioxidantes y expectorantes. En este género estan presentes los flavonoides,
los sesquiterpenos, los diterpenos, los triterpenos y los fitosteroles por mencionar algunos
(Zheng et al., 2013). Sin embargo, no existe una caracterizacion de los metabolitos presentes
en la especie que se analiza en este bioensayo.

Nuestros resultados, por medio del ensayo SMART, indican que no hay diferencias
significativas entre el control negativo y las diferentes concentraciones probadas de la
decoccion de Gnaphalium conoideum (hasta un 10%) tanto en la cruza estandar como en la
de alta bioactivacion de D. melanogaster.

En la Grafica 1, se observa que solo se encuentran manchas pequenas en la cruza estandar.
Si se comparan estas frecuencias con las encontradas en el control negativo, es de notarse
que son muy similares entre si. La aparicion de estas manchas se debe a varios factores, uno
de ellos es la existencia de errores propios de la mitosis. La apariciéon de manchas sencillas
pequetias ( de 1 y 2 células) se encuentra también en la cruza de alta bioactivacion. En esta
categoria se encuentran las manchas obtenidas en los controles negativos: de agua y Tween-
alcohol. Cabe notar que en las concentraciones 5%, 7.5% y 10% se encuentran también
manchas grandes (de 17 a 32 células) lo cual indica que se produjeron en estado larval. La
distribucion del tamafio de mancha asi como el nimero de las mismas, es similar entre los
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controles negativos y las cuatro concentraciones de decoccion usadas.

En este ensayo se realizd una exposicion cronica a larvas de 72 £3 h de edad. Las larvas
estuvieron en contacto y alimentandose del medio con los diferentes tratamientos por 48 h.
Si se compara la frecuencia de manchas obtenidas en los tratamientos, asi como en los
controles negativos, no se encuentran diferencias estadisticamente significativas. Por lo tanto
se puede decir que G. conoideum no presentd efectos genotdxicos mediante este bioensayo.

El 4NQO (4-Nitroquinolina 1-oxido) se utiliza como control positivo en varios ensayos de
genotoxicidad, ya que se conocen sus propiedades mutagénicas y carcinogénicas (Briisehafer
et al. 2015). Ademas es uno de los compuestos carcindgenos mas usados en investigacion y
afectar a varios o6rganos en mamiferos (Rivera, 2012). Como se esperaba, el 4NQO mostro6
un efecto positivo, (genotdxico) comparado con los controles negativos concurrentes. Esto
nos habla de que el sistema esta funcionando ya que este compuesto quimico es capaz de
inducir manchas de una forma significativa en las dos cruzas (estandar y alta bioactivacion).
En este ensayo se utilizo el compuesto a una concentracion de 2 mM, en otros ensayos como
el reportado por Kaya et al., en 2002, se utilizd este compuesto a una concentraciéon mas alta
(3mM) los valores reportados por ese grupo de investigadores son similares a los encontrados
en el presente estudio (Kaya et al., 2002 reportd una frecuencia de manchas totales de 1.96,
en este estudio la frecuencia fue de 1.58).

Existen reportes de experimentos realizados con plantas de interés medicinal, para evaluar
su genotoxicidad o antigenotoxicidad en cotratamientos con algiin genotoxico conocido. Con
este fin se han realizado varios bioensayos, en la siguiente tabla se presentan ejemplos con
SMART en el ala de Drosophila melanogaster. En la tabla se puede observar que los
resultados reportados por los grupos de investigacion mencionados son negativos al igual
que en el presente bioensayo. Sin embargo encontraron un efecto genotdxico en varios de los
ejemplos mencionados, el cual no se observa en el cotratamiento de la decoccion de G.
conoideum con el 4NQO.
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Tabla 7. Ejemplos de estudios realizados para evaluar la genotoxicidad de plantas de uso en medicina tradicional empleando

el ensayo SMART en ala de Drosophila melanogaster

Helichrysum
italicum

Ledum
groenlandicum

Ravensara
aromatica

Equisetum
myriochaetum

Brassica
carinata

Terminalia
actinophylla

Luehea
divaricata

T1PO DE

EXTRACTO

Aceite
esencial

Aceite
esencial

Aceite
esencial

Acuoso y
etanolico

Acuoso

Extracto
etanolico

Acuoso

CRrRUZA

ESTANDAR

No aplica

No aplica

No aplica

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

CRUZA DE

ALTA

BIOACTIVA-

CION

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

No aplica

Negativo

Negativo

ANTIGENOTOXICIDAD

Positivo a
genotoxicidad
Cotratamiento con
Uretrano

Positivo a
genotoxicidad
Cotratamiento con
Uretrano

Positivo a
genotoxicidad
Cotratamiento con
Uretrano

Negativo a
genotoxicidad

Positivo a
antigenotoxicidad
Cotratamiento con

perdxido de
hidrogeno.

Cotratamiento
con Mitomicina. Posi
tivo a
antigenotoxicidad

Positivo a
antigenotoxicidad.
cotratamiento con

Dexorubicina

AUTORES

Idaomar, Hamss, Bakkali,

Mezzoug, Zhiri, Baudoux,

Muiioz-Serrano, Liemans,
Alonso-Moraga.

Idaomar, Hamss, Bakkali,

Mezzoug, Zhiri, Baudoux,

Muiioz-Serrano, Liemans,
Alonso-Moraga.

Idaomar, Hamss, Bakkali,

Mezzoug, Zhiri, Baudoux,

Muiioz-Serrano, Liemans,
Alonso-Moraga.

Ordaz-Tellez, Barcenas-
Rodriguez Quevedo-
Olivares. Castafieda-

Sortibran Andrade-Cetto

Rodriguez-Arnaiz
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Felicio L, Silva V, Ribeiro,
Miranda, Vieira, Passos,
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Se han reportado actividades farmacologicas para los extractos de plantas del género
Gnaphalium (Zheng, et al., 2013). Una de ellas es la actividad antioxidante, por lo que se
esperaria que tuviese un efecto antimutagénico al exponerse en cotratamiento con el 4NQO,
ya que el mecanismo de accion de este carcindgeno es mediante estrés oxidativo. Sin
embargo, los resultados indican que la decoccion aunque disminuye la frecuencia de manchas
en cotratamiento con el 4NQO, este decremento no es significativo.

Las diferencias que se encontraron con respecto a la frecuencia de manchas en ambas cruzas
se pueden deber parcialmente por los niveles basales de expresion de los citocromos P450
(CYP450) que se encuentra en mayor proporcion en la cruza de alta bioactivacion (Graf y
van Schaik, 1992); sin embargo, a pesar de que estas diferencias no son significativas, es la
principal diferencia entre las dos cruzas. Los promutdgenos muestran una genotoxicidad
elevada cuando se exponen a la cruza de alta bioactivacion (Graf y van Schaik, 1992).
Drosophila tiene un amplio espectro de actividades metabolicas capaces de activar
promutagenos y procarcinogenos (Graf et al., 1984). Esto explica el incremento de manchas
en la combinacion del 4NQO y la decoccion, en comparacion a la exposicion Uinica del 4NQO
cuando se utilizaron sobre la cruza de alta bioactivacion.

Como se puede observar en la Grafica 2, la frecuencia de manchas totales en la cruza estandar
cuando se expone Unicamente al 4NQO es de 1.58 mientras que de la cruza de alta
bioactivacion, que tiene un valor de 1.20 (Grafica 4); estos valores se modifican cuando se
realiza el cotratamiento con la decoccion al 10%, donde la frecuencia de manchas totales es
de 1.12 en la cruza estandar y en la cruza de alta bioactivacion es de 1.37. Aunque esta tltima
cifra es mayor al valor obtenido cuando se expone unicamente al 4NQO, en ambos casos las
diferencias no son estadisticamente significativas.

El bioensayo SMART presenta varias ventajas, entre ellas que es un sistema in vivo; por lo
que el metabolismo diferencial entre las cepas empleadas en este estudio permite evaluar si
los agentes genotoxicos son de accion directa o indirecta. Los agentes de accion directa son
detectados en la cruza estdndar por que presenta niveles basales de CYP 450, ya que los
agentes no necesitan metabolizarse por la fraccion microsomal de la mosca en tanto que la
cruza de alta bioactivaciéon nos permite detectar promutdgenos o genotoxicos de accion
indirecta, pues presenta una sobreexpresion de estos citocromos
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IX. CONCLUSIONES:

Debido a que el porcentaje de mortalidad que se obtuvo en la prueba de la decoccion
de Gnaphalium conoideum Kunth no rebasa el 8%, no fue posible determinar la CLso.
La decoccion de G .conoideum no mostrd un efecto genotoxico sobre ambas cruzas
de Drosophila.

EL control positivo funciond exitosamente induciendo diferencias significativas
respecto al control negativo, por lo que podemos aseverar que el bioensayo funciona
adecuadamente.

La decoccion de G .conoideum no mostrd tener un efecto como antimutageno, ya que
no hubo diferencias significativas entre la frecuencia y distribucion de manchas entre
el control positivo 4NQO vy el cotratamiento con 4NQO y la concentracion mas alta
de la decoccion.
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