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Resumen

Datura stramonium L., vulgarmente conocida como toloache, es una de las plantas mas
utilizadas dentro de la medicina tradicional mexicana. En México, se comercializa comiunmente
por sus conocidos efectos analgésicos para tratar dolores crénicos y agudos. Esta hierba, al
igual que muchas otras especies de la familia Solanaceae, se caracteriza por su contenido de
alcaloides tropanicos que son los responsables de las propiedades narcoéticas, alucinégenas y

toxicas de la planta.

En este estudio se evalu6 el potencial genotoxico de las semillas de D. stramonium, que
son la parte del vegetal que presenta la mayor concentracion de alcaloides tropanicos, por
medio del Ensayo de Mutacion y Recombinacion Soméatica (SMART) en células de las alas de
la mosca de la fruta (Drosophila melanogaster) que tiene como fundamento detectar la pérdida
de la heterocigosis utilizando marcadores recesivos que se expresan al nivel de los tricomas
en la superficie de las alas de las moscas. Este bioensayo usa generalmente las cruzas
estandar (ST) y de alta bioactivacion (HB), la segunda se aplica para la deteccion de
promutagenos y procancerigenos. Para este estudio, se empled una decoccién de semillas en
cuatro diferentes concentraciones (3, 6, 12 y 24%) para detectar un posible efecto genotéxico.
Ademas, para determinar la existencia de un posible efecto antigenotdxico, se realizdé un

cotratamiento con la decoccidn de semillas al 24% y un compuesto mutagénico (4NQO).

Los resultados permitieron concluir que la decoccién de semillas de D. stramonium
presenta un efecto genotdxico y no es antigenotéxica en ambas cruzas. Asimismo, se

determind que no se requiere de una activacion metabdlica para mostrar su genotoxicidad.



I. Introduccion

El toloache y su uso en la medicina tradicional mexicana

La medicina tradicional, o el saber médico popular (Menéndez, 1994), se refiere al
conocimiento del uso de plantas medicinales provenientes de la regidon para practicas médicas.
Esta tiene un amplio uso en México, tanto en el sector rural-indigena como en el urbano-
mestizo, y se ha transmitido por muchas generaciones como herencia cultural. Ademas, ha
sido aceptada y utilizada en una Unidad de Medicina Familiar (UMF) del Instituto Mexicano del
Seguro Social (IMSS) en Hermosillo, Sonora (Taddei-Bringas et al., 1999). Este tipo de
medicina, de acuerdo con Nigenda et al. (2001), “representa una opcion importante de
respuesta ante las necesidades de atencién a la salud en diferentes paises de América Latina
y el Caribe, esta participacién ha sido reconocida por la Organizacion Mundial de la Salud

(OMS) y la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS)”.

Dentro de la lista de herbolaria empleada en la medicina tradicional mexicana esta la planta
conocida como ‘Toloache’, del nahuatl toloatzin (“inclinar la cabeza por el efecto del sueio”),
gue es el principal nombre utilizado para referirse a la especie Datura inoxia M. y se usa de
manera secundaria para Datura stramonium L., aunque también puede aplicarse a otras

especies del mismo género (Aguilar et al., 1994; Figueroa-Morales, 2008).

D. stramonium est& entre las plantas cominmente comercializadas en nuestro pais y su
area de uso abarca los estados de Veracruz, Tlaxcala, Tabasco, Sonora, Sinaloa, Quintana
Roo, Puebla, Oaxaca, Nayarit, Morelos, Michoacan, Hidalgo, Guerrero, Guanajuato, Estado de
México y Ciudad de México (Atlas de las Plantas de la Medicina Tradicional Mexicana, 2009).
Debido a sus efectos analgésicos ante dolores cronicos y agudos (Khalili y Atyabi, 2004), esta
planta es utilizada para aliviar dolores dentales, musculares, reumaticos, menstruales, de parto
y cefaleas; también se emplea para tratar tos, asma, tosferina, resfriado, paperas, helmintiasis,
Ulceras, hemorroides, infecciones vaginales, comedones, tumores superficiales, heridas,
guemaduras, erisipelas, neuralgia, gota, espolones 6seos, diferentes tipos de inflamaciones y
para remover ectoparasitos (Atlas de las Plantas de la Medicina Tradicional Mexicana, 2009;
Benitez et al., 2018; Silva-Ramos et al., 2018). Para el tratamiento de estas afecciones, esta
planta (hojas, flores, raiz o semillas) se administra por medio de infusion, decoccidn, cigarrillos,
ingestion directa con o sin agua, bafo, cataplasma, emplasto, ungiiento, macerada en agua o

alcohol, tinturas, por aplicacion directa (intacta, soasada o cocida) y untada con aceite,



mantequilla o Vick® Vaporub®, segun sea el caso (Morton, 1981; Alcorn, 1984; Aguilar et al.

1994; Atlas de las Plantas de la Medicina Tradicional Mexicana, 2009).

Caracteristicas de la planta

La especie D. stramonium (Figura 1) es una hierba robusta de ciclo anual y de crecimiento
rapido que puede medir de 30 cm a 1 m de altura y tiene un olor fétido; presenta un solo tallo
con pocas ramas, hojas redondeadas y con borde recortado, flores solitarias blancas o
violaceas, frutos (Figuras 2 y 3) en forma de céapsulas ovoides con numerosas espinas fuertes
y con una gran cantidad de semillas marrones a negras en su interior (Rzedowski y Rzedowski,

2001; Atlas de las Plantas de la Medicina Tradicional Mexicana, 2009).

e Reino: Plantae

e Phylum: Magnoliophyta
e Clase: Magnoliopsida
e Orden: Solanales

e Familia: Solanaceae

e Género: Datura

e Especie: Datura stramonium Linneo

Fotografia por Kurzenko (s.f.), 123RF.

Figura 1. Clasificacion taxondmica del toloache (UNIBIO: Colecciones biolégicas, 2007).



Figura 2. Frutos inmaduro (izquierda) y maduro (derecha) de D. stramonium.
Fotografia por Zocchi (s.f.), 123RF.

Figura 3. Frutos maduros y semillas de D. stramonium.

Fotografia por Vainillaychile (s.f.), 123RF.

4



Esta planta, probablemente nativa de México, esta ampliamente distribuida en las regiones
templadas y tropicales del mundo (Mondragon-Pichardo, 2009); es muy comun encontrarla en
areas rurales (herbazales ruderales como bordes de los caminos, escombreras, huertos sin
cultivar, tierras cultivadas, entre otros), pero también crece en jardines publicos y en los solares
urbanos no edificados o descuidados (Soler-Rodriguez et al., 2012). Como se ilustra en la
Figura 4, en México se ha registrado la presencia de esta planta en la mayoria de los estados
(Villasefior-Rios y Espinosa-Garcia, 1998), ademas, es una de las especies del género Datura

con mayor distribucién en el pais (Luna-Cavazos y Bye, 2011).

- D. stramonium L. ; \E/ g

Figura 4. Distribucion geogréfica de D. stramonium en México. Mapa generado

con base en la informacion de Villasefior-Rios y Espinosa-Garcia (1998).

Toxicologia de D. stramonium

Las plantas del género Datura, al igual que muchas otras solanaceas, presentan propiedades
narcéticas, alucindgenas y toxicas debido a su contenido de alcaloides tropanicos (Atlas de las
Plantas de la Medicina Tradicional Mexicana, 2009). La especie D. stramonium tiene alrededor
de 67 alcaloides tropanicos (El Bazaoui et al., 2011), los cuales varian en cantidad de acuerdo
a la constitucién genética de la planta, el estadio del ciclo de vida, el érgano y el lugar y
temporada donde se obtuvo (Elzenga, 1957; Miraldi et al., 2001; Berkov y Philipov, 2002;
Castillo et al., 2013; Castillo et al., 2019; Moreno-Pedraza et al., 2019).

Los alcaloides mas abundantes en D. stramonium son la atropina (o dl-hiosciamina) y la
escopolamina (o I-hioscina) y se encuentran en casi todos los érganos de la planta (Eger, 1962;
Witte et al., 1987; Miraldi et al., 2001; El Bazaoui et al., 2009; Marin-Saez et al., 2016), ademas,
son los responsables de la toxicidad anticolinérgica de la planta debido a sus propiedades
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antimuscarinicas (Rumack, 1973; Broadley y Kelly, 2001; Akinmoladun et al., 2014), es decir,
son agentes que inhiben la actividad de los receptores muscarinicos del sistema nervioso,
afectando principalmente al musculo cardiaco, el musculo liso y las glandulas exocrinas
(Rumack, 1973; Bruneton, 2001; Brunton et al., 2011). Las semillas de D. stramonium son la
parte de la planta que presenta la mayor concentracion de estos alcaloides (Miraldi et al.,
2001), obtienen un rango de 0.17 a 2.71 mg/g para la atropina y 0.12 a 0.69 mg/g para la
escopolamina (Friedman y Levin, 1989; Miraldi et al., 2001).

La administracion de cualquier érgano de esta planta por via oral, inhalada o tépica en
membranas mucosas puede provocar sindrome anticolinérgico, esto se debe a que los
alcaloides son mejor absorbidos por estas vias en comparacion con la via tépica cutanea
(T@nnesen, 1948; Tonndorf et al., 1953; Gaire y Subedi, 2013; Benitez et al., 2018), y el tiempo
gue tardan en aparecer los sintomas varia de 5 a 60 min dependiendo de la dosis y la via de
administracion, ademas de que los sintomas pueden perdurar por dias (Diker et al., 2007;
Gunaydin et al., 2017). La intoxicacion por D. stramonium provoca manifestaciones clinicas en
el ser humano como: ansiedad, alucinaciones, delirio, hiperactividad, irritabilidad,
desorientacion, habla incomprensible, amnesia, convulsiones, vision borrosa, midriasis,
enrojecimiento, sequedad en las membranas mucosas, hipertermia, taquipnea, taquicardia,
hipertension, disminucién de la motilidad intestinal, retencion urinaria, estado de coma y
muerte, dependiendo de la severidad del envenenamiento (Rumack, 1973; Urich et al., 1982;
Centers for Disease Control and Prevention, 1995; Diker et al., 2007; Sever y Cekin, 2007;
Spinay Taddei, 2007); cabe mencionar que los casos mas graves que se han reportado fueron
a causa de la ingesta de las semillas, ya sea masticadas o preparadas en té (Nehaul, 1955;
Urich et al., 1982; Boumba et al., 2004; Diker et al., 2007). Dentro de los casos de intoxicacion
con D. stramonium, muchas veces se desconoce con exactitud la dosis o concentracion
administrada (Boumba et al., 2004; Diker et al., 2007; Sever y Cekin, 2007; Stella et al., 2010;
Gunaydin et al., 2017) y, aunque se han registrado muertes a partir de la ingesta de 125
semillas (Nehaul, 1955), también hay casos donde han sobrevivido con la ingesta de hasta
300 semillas (Spina y Taddei, 2007), por lo que la dosis letal de esta planta en humanos es

incierta.

Se ha reportado que las semillas de D. stramonium son genotoxicas, citotdxicas y
apoptéticas en cultivos de linfocitos humanos (Steenkamp et al., 2005; Akal et al., 2014), en

cambio, su genotoxicidad es insignificante o ausente en la bacteria Salmonella typhimurium



(Friedman y Henika, 1991; Reid et al., 2006; Verschaeve y Van Staden, 2008), aunque las
hojas y raices de la planta si presentan un efecto mutagénico en dicho microorganismo
(Verschaeve y Van Staden, 2008). Por otro lado, sus componentes principales (atropina y
escopolamina) no son genotdxicos en S. typhimurium (Glatt et al., 1983; McCann et al., 1975;
Nakamura et al., 1987), no obstante, si lo son en células humanas: la escopolamina en
linfocitos humanos (Yu et al., 1988) y la atropina en células de hepatoma humano HepG2
(Svobodova et al., 2011).

Dada la importancia de ésta y otras plantas dentro de la medicina tradicional y como
recurso para el desarrollo de medicamentos, es fundamental conocer sus efectos toxicos y
genotodxicos para que la decision sobre su uso sea la mas adecuada. En la mayoria de los
casos, la toxicidad de estas plantas no se ha investigado por completo, pudiendo ser en
extremo perjudiciales para la salud (Ocegueda et al., 2005). Por esta razén, es importante
evaluar el potencial genotoxico de estas plantas y para ello se realizan ensayos de
genotoxicidad, pruebas disefiadas para detectar si existe un efecto genotoxico por parte de la
planta a ensayar. Estos ensayos utilizan diferentes modelos biolégicos y metodologias que
pueden dirigir a diferentes resultados, por lo que es ventajoso realizar mas de una prueba con
la misma especie de planta, de esta forma se puede obtener un panorama méas amplio de la
genotoxicidad, y en algunos casos de la antigenotoxicidad, de la planta ensayada o parte de
ella. Entre las especies y tipos celulares mas utilizados como modelos biolégicos en estas
pruebas estan: bacteria S. typhimurium, cebolla (Allium cepa), caracol comun (Helix aspersa),
artemia (Artemia sp.), mosca de la fruta (Drosophila melanogaster), pez cabeza de serpiente
manchado (Channa punctatus), células de ovario de hamster chino (CHO) y ratones Swiss
(Sponchiado et al., 2016).

La mosca de la fruta como modelo biolégico

La llamada mosca de la fruta o del vinagre (Drosophila melanogaster) es un diptero de la familia
Drosophilidae que se emplea como organismo experimental para el estudio de los mecanismos
de la herencia desde los comienzos de la genética como ciencia a principios del siglo XX y sus
campos afines (Ramirez-Santos y Gomez-Eichelmann, 2003). Este insecto se usa como
modelo biologico para estudios de toxicologia y enfermedades humanas debido a que presenta
similitudes en los procesos moleculares involucrados en la esperanza de vida y el
envejecimiento del ser humano, existe un buen grado de homologia genética (60%) entre las

dos especies, alrededor del 75% de los genes asociados a enfermedades humanas tienen
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homologos en D. melanogaster (Abolaji et al., 2013; Ugur et al., 2016); ademas de que, en
comparacion con otros modelos, D. melanogaster ofrece un tiempo generacional corto,
facilidad de uso, mantenimiento en el laboratorio en poblaciones numerosas a causa de su
escaso tamafio y vida corta, presenta pocas preocupaciones éticas y su genoma puede
manipularse facilmente (Abolaji et al., 2013). Por estas razones, D. melanogaster se ha
convertido en un modelo adecuado para predecir el potencial toxico de un gran nimero de

agentes quimicos, fisicos y biologicos.

Ciclo de vida de D. melanogaster

D. melanogaster es un organismo holometabolo, es decir, es un insecto que presenta una
metamorfosis completa (embrion, larva, pupa y adulto) y su ciclo de vida (Figura 5) dura
aproximadamente 10 dias a una temperatura de 25 °C. Las hembras fecundadas pueden
almacenar el esperma en el receptaculo seminal para la fecundacion de cientos de huevos
durante varios dias. El desarrollo embrionario del huevo dura alrededor de 21 h, la larva que
eclosiona del huevo pasa por tres estadios larvarios (los dos primeros duran 24 h cada uno y
2 dias el tercero) y posteriormente, forma la pupa. Durante el estadio de pupa ocurre la
metamorfosis y hasta el décimo dia, después de la oviposicion, emerge el adulto, el cual

requiere de 8 h para madurar sexualmente (Demerec, 1950).

adulto

&/
~/-

\
)
%
M
v

huevo

/5

Metamorfosis

blastodermo
celular

pupa

larva embridén

P

3er estadio Eclosion
o

20 estadio J

ler estadio

Figura 5. Ciclo de vida de D. melanogaster. Modificado de Morgan (2007).
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Ensayo de Mutacion y Recombinacién Somatica (SMART)

El Ensayo de Mutacién y Recombinacion Somatica (SMART, por sus siglas en inglés) es una
prueba creada por Graf et al. (1984) que se utiliza para detectar la actividad mutagénica y
recombinogénica inducida por diversos compuestos quimicos potencialmente genotéxicos.
Este bioensayo consiste en el uso de los marcadores “multiple wing hairs” (mwh) y “flare” (flr2)
de larvas trans-heterocigéticas (mwh + / + flr3) de tercer estadio (72 h) de D. melanogaster, las
cuales se exponen al compuesto a estudiar de manera cronica o aguda con el objeto de
determinar si dicho compuesto es capaz de producir alteraciones en el genotipo del drosofilido,
las cuales se detectan por la pérdida de heterocigosis y la presencia de clones o “manchas”
gue muestran los fenotipos de los marcadores mwh (“pelos multiples del ala”) y flr® (“flama”)
gue se expresan al nivel de los tricomas de la superficie de las alas del insecto adulto (Graf
et al., 1984). EI marcador mwh es una mutacion recesiva, ubicada en el cromosoma 3 en la
posicion 0.3, que se expresa con la presencia de mas de un tricoma (generalmente tres) por
célula, mientras que el marcador flr3 es una mutacion letal recesiva, ubicada en el cromosoma
3 en la posicion 38.8, que se caracteriza por la formacion de tricomas en forma de flama y es
letal en condicion homocigota (Lindsley y Zimm, 1992). Debido a la condicion letal del marcador
flr3, se emplea un cromosoma balanceador, el cual contiene mdltiples inversiones que
suprimen esta condicion de manera eficiente, permitiendo asi la viabilidad de la poblacién de
este mutante letal recesivo. Ademas, este cromosoma balanceador cuenta con un marcador

dominante que permite distinguir a los individuos que lo portan (Hentges y Justice, 2004).

En el ensayo SMART es posible utilizar la progenie proveniente de dos cruzas: 1) la cruza
estandar (ST) y 2) la cruza de alta bioactivacién (HB). La cruza ST es la cruza entre individuos
machos mwh y hembras fIr® (Graf et al., 1984). La cruza HB, creada por Frélich y Wurgler
(1989), se caracteriza por el uso de la cepa ORR de D. melanogaster que proviene de una
linea Oregon R (R) con resistencia al DDT (Dapkus y Merell, 1977) y que posee un alto nivel
constitutivo de citocromos P450 (Hallstrom y Blanck, 1985); esta cruza se realiza con
individuos machos mwh y hembras ORR;flr3 de D. melanogaster (Graf y van Schaik, 1992) y
se emplea para la deteccion de promutagenos, compuestos que se activan via metabolismo

dependiente de citocromos P450 (Frolich y Wirgler, 1989).

El ensayo SMART es una prueba de genotoxicidad in vivo versatil y eficiente debido a que
ofrece ciertas ventajas: (1) es de bajo costo y se realiza en un lapso corto con una sola

generacion de D. melanogaster; (2) muestra una gran flexibilidad en los protocolos de



administracion del compuesto a ensayar (Graf et al., 1998; Spané y Graf, 1998); (3) detecta
varios tipos de eventos de mutacion; (4) revela la recombinacion mitética (Vogel et al., 1980;
Graf et al.,, 1984); y (5) posibilita la comparacion entre la actividad recombinogénica y la
mutagénica del compuesto a evaluar (Frei et al., 1992). Ademas, es sensible a un gran nimero
de compuestos quimicos y mezclas complejas, de las cuales se han analizado mas de 400
(Graf et al., 1998; Vogel et al., 1998), asi como también facilita la deteccion de promutagenos
y procancerigenos (Frélich y Wurgler, 1989; Graf y van Schaik, 1992), lo que lo hace ideal

también para estudios de antigenotoxicidad (Graf et al., 1998).

Clasificacion de las manchas
Los tipos de manchas que se pueden encontrar en las alas de D. melanogaster con el ensayo
SMART son los siguientes (Graf et al., 1984):

e Mancha sencilla: esta mancha manifiesta el fenotipo de uno de los dos marcadores

(mwh o fIr3), pueden ser pequeiias (de 1-2 células) o grandes (3 0 mas células).

o Mancha mwh: presenta células con el fenotipo mwh, es decir, con tres tricomas

o mas (Figura 6A); se excluyen las células con dos tricomas ya que éstas parecen
formarse independientemente de la mutacibn mwh, no obstante, son

consideradas si se encuentran dentro o en el margen de una mancha mwh.

o Mancha fIr3: presenta células con el fenotipo flr3, es decir, con tricomas que en
manchas grandes pueden mostrar varias morfologias: puntiaguda, corta, gruesa,
amorfica e incluso globosa de material quitinoso melanético (Figura 6B); no
suelen observarse manchas pequefias de este tipo debido a que la mutacion flr3
no se expresa, o al menos no completamente, en clones menores a cuatro células
(Szabad et al., 1983).

e Mancha gemela: este tipo de mancha expresa conjuntamente los fenotipos de flr3 y mwh
(Figura 6C).
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Figura 6. Tipos de manchas en las alas de individuos trans-heterocigotos de D. melanogaster

en el ensayo SMART: A) mancha sencilla mwh, B) mancha sencilla flr® y C) mancha gemela.

Mecanismos de formacion de manchas

Las manchas sencillas son resultado de eventos genéticos tales como delecion, no-disyuncion,
mutacion puntual y recombinacion entre los marcadores mwh y fIr3; en cambio, las manchas
gemelas solo pueden originarse a través de un evento de recombinacién entre el centrémero

y el marcador flr® (Graf et al., 1984). Estos mecanismos se resumen en la Figura 7.

1 célula Mitosis 2 células Clones resultantes

Normal + fir
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Figura 7. Mecanismos de formacion de manchas en las alas de individuos trans-heterocigotos de
D. melanogaster en el ensayo SMART. Los eventos de (B) delecion, (C) no-disyuncidn, (D) mutacion
puntual y (E) recombinacion dan origen a manchas sencillas mwh o, por vias analogas, a manchas
sencillas flr3 (no se ilustra); las manchas gemelas solo se forman por un evento de (F) recombinacién

entre el marcador flr® y el centrémero. Modificado de Graf et al. (1984).
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Il. Objetivos

Objetivo general
e Determinar si la decoccion de semillas de D. stramonium posee un efecto genotoxico a

través del ensayo SMART en las alas de D. melanogaster.

Objetivos particulares
e Determinar la concentracion letal media (CLso) de la decoccién de semillas de

D. stramonium en D. melanogaster.

e Determinar si el posible efecto genotoxico de la decoccion de semillas de D. stramonium
depende de un proceso de bioactivacion empleando las cruzas ST y HB en el ensayo
SMART.

e Determinar si existe un efecto antigenotoxico en la decoccién de semillas de

D. stramonium ante el dafio producido por el mutageno 4NQO en D. melanogaster.

[ll. Hipotesis

e Si la administracion de la decoccion de semillas de D. stramonium resulta en un
aumento significativo de la frecuencia de manchas obtenidas en las alas de
D. melanogaster del grupo experimental con respecto al grupo testigo, entonces las

semillas de D. stramonium podrén clasificarse como genotoxicas en el ensayo SMART.
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IV. Material y métodos

Compuestos quimicos
Los compuestos quimicos N-6xido de 4-nitroquinolina (CAS 56-57-5) y Tween 80 (CAS 9005-
65-6) se obtuvieron en Sigma-Aldrich Quimica, S. de R.L. de C.V., Toluca de Lerdo, México.

Obtencion de las semillas
Las semillas de D. stramonium, colectadas en Ticuman, Morelos, fueron donadas por el
Dr. Juan Servando Nufez Farfan del Laboratorio de Genética Ecologica y Evolucion del
Instituto de Ecologia, UNAM.

Preparacion del extracto de semillas

Para evaluar el potencial genotoxico de las semillas de D. stramonium se empled una
decoccién para obtener el extracto, ya que es uno de los métodos de administracion oral
utilizados en la medicina tradicional mexicana para esta parte de la planta (Morton, 1981; Atlas

de las Plantas de la Medicina Tradicional Mexicana, 2009).

La decoccion se preparé con 24 g de semillas de D. stramonium y 100 mL de agua
destilada, para obtener una concentracién del 24% (% m/v). Las semillas se cocieron en el
agua destilada a una temperatura de 40 °C durante 24 h mientras se producia burbujeo con
una bomba de aire, con el objeto de desprender los compuestos de la semilla mediante el
movimiento, ademas, el recipiente se mantuvo tapado con una pelicula autoadherente de
plastico asegurada con cinta adhesiva durante todo el procedimiento. Cabe mencionar que,
para evitar que el volumen final del extracto no se viese afectado por la evaporacién parcial o
completa del agua, se agregd a la decoccion una tercera parte mas de agua. Finalmente, se
procedié a colar la decoccidén y se conservo la fase acuosa, con la cual se prepararon las

demas concentraciones.

Determinacién de la concentracion letal media (CLso)

La concentracion letal media (CLso) es la concentracion de un agente quimico que se requiere
para causar la muerte del 50% de la poblacion de prueba, se usa para medir la potencia o
intensidad toxica de diferentes sustancias quimicas. A diferencia de la dosis letal media (DLso),
gue se refiere a la cantidad del agente quimico de estudio utilizada en cada miembro de la

poblacién de prueba, la CLso se emplea cuando se desconoce cuanto consumio cada individuo
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de la poblacion, pero se conoce la concentracion de la sustancia de ensayo (Canadian Centre
for Occupational Health and Safety, 2013).

Se realiz6 una prueba de letalidad para determinar la CLso y asi definir las concentraciones
que se utilizarian para evaluar el efecto genotoxico del extracto acuoso de semillas de
D. stramonium. Se prepararon 28 mL de decoccion de semillas al 24% de concentracion para
realizar diluciones con agua destilada con el objeto de obtener las concentraciones a probar
(Tabla 1).

Tabla 1. Diluciones utilizadas para la determinacién de la CLso.

Decoccion de

Concentracioén

Agua destilada (mL)

semillas (mL)

Volumen final (mL)

Control 16 0 16
6% 12 4 16
12% 8 8 16
24% 0 16 16

De cada una de estas concentraciones, se utilizaron 2.5 mL para hidratar viales que
contenian 0.5 g de medio instantaneo Carolina® cada uno. Estos viales se prepararon por
triplicado para cada concentracién y cruza (ST y HB). En cada vial se agregaron 10 larvas de
tercer estadio de D. melanogaster de las cruzas correspondientes. Se registré la sobrevivencia
de los adultos que emergieron para cada concentracion y cruza con el fin de trazar una curva

de sobrevivencia.

Grupo testigo

Control positivo

Para el control positivo se usé el N-6xido de 4-nitroquinolina (4NQO), un derivado de la
guinolina que tiene propiedades mutagénicas y carcinogénicas, y que es capaz de inducir
lesiones en el DNA similares a las generadas por la luz UV, mediante la produccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) que derivan de su biotransformacion en la célula (Kartasova et al.,
1987; Arima et al., 2006; Brisehafer et al., 2016). Ademas, este compuesto es genotoxico en
el ensayo SMART para las cruzas ST y HB (Graf et al.,, 1989; Heres-Pulido et al., 2004;
Castafieda-Sortibran et al., 2015).
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Para este experimento se empled una solucion de 2 mM de 4NQO para ambas cruzas. Se
diluyeron 23 mg del compuesto en 3 mL de etanol y 1 mL de Tween 80 empleando un agitador
magneético en un redstato a 100 rpm y a 100 °C. Una vez evaporado el etanol, se agregaron

60 mL de medio de cultivo a la solucion y se distribuyé en cuatro frascos.

Control negativo
Para el control negativo se utilizaron 60 mL de agua destilada distribuidos en cuatro frascos

con 3 g de medio instantaneo Carolina® cada uno.

Se realiz6é otro control negativo, control técnico, que consistio en contener el solvente
utilizado en la preparacion del control positivo. Para ello, se diluyeron 3 mL de etanol y 1 mL
de Tween 80 empleando un agitador magnético en un redstato a 100 rpm y a 100 °C. Una vez
evaporado el etanol, se agregaron 60 mL de agua destilada y se distribuy6 en cuatro frascos

gue contenian 3 g de medio instantaneo Carolina® cada uno.

Prueba de antigenotoxicidad

Con el fin de evaluar si la decoccion de semillas de D. stramonium presenta un efecto
antigenotoxico al interactuar con otro compuesto que es mutagénico, se realizé un
cotratamiento con ambas cruzas, donde se utilizé el mutdgeno 4NQO a una concentracion de

2 mMy la decoccién de semillas de D. stramonium a la concentracion mas alta (24%).

Para este experimento se prepararon 60 mL de decoccion de semillas al 24% y se
reservaron. Posteriormente, se realizé la solucion de 4NQO, etanol y Tween 80 como se
describié con anterioridad y, una vez que se evaporo el etanol, se agregaron los 60 mL de la
decoccion de semillas al 24% y se distribuyd en cuatro frascos con 3 g de medio instantaneo

Carolina® cada uno.

Ensayo SMART

Cruzas y sincronizacion
Para el ensayo SMART se trabajo con la progenie de las siguientes cruzas de D. melanogaster
(Graf y van Schaik, 1992):

e Cruza estandar (ST): hembras virgenes flr3/TM3, BdS y machos mwh/mwh.

e Cruza de alta bioactivacion (HB): hembras virgenes ORR/ORR,; flr3/TM3, BdS y machos

mwh/mwh.
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TM3 es el cromosoma balanceador y BdS (“beaded serrate” o “borde aserrado”) es el
marcador dominante visible que lo distingue (Hentges y Justice, 2004) caracterizado por

expresarse fenotipicamente como alas con muescas en las puntas (Lindsley y Zimm, 1992).

Estas cruzas se realizaron en una proporcion de hembras:machos de 2:1, con
600 hembras virgenes y 300 machos de D. melanogaster, repartidas en doce frascos con
medio de cultivo donde cada uno contenia 50 hembras virgenes y 25 machos. Estas moscas
se mantuvieron en medio de cultivo a base de sacarosay levadura durante 6 h. Posteriormente,

los progenitores se retiraron dejando solo los huevos.

Tratamiento de las larvas
Las larvas de tercer estadio (72 + 3 h) se extrajeron de los frascos con ayuda de una solucion

de sacarosa al 20% y se lavaron con agua corriente empleando una malla fina de nailon.

Las larvas de tercer estadio provenientes de ambas cruzas se expusieron a un tratamiento
cronico (48 h) con el extracto acuoso de la semilla de D. stramonium, producto de la decoccién,
con las concentraciones 3, 6, 12 y 24% por triplicado, empleando medio instantaneo Carolina®.
En el caso de los frascos realizados para los controles (positivo, técnico y negativo) y el

cotratamiento, solo se realizaron duplicados por cruza.

Cuando los individuos tratados de D. melanogaster alcanzaron el estadio adulto, se
sacrificaron con un eterizador y almacenaron en una solucion de etanol al 70%, separandolos

por sexo y fenotipo del ala.

Montado de las alas

Las alas de las moscas trans-heterocigotas, caracterizadas por presentar un fenotipo silvestre,
fueron separadas para adherirlas sobre un portaobjetos con la ayuda de solucién Fauré (30 g
de goma arabiga, 20 mL de glicerol, 50 g de hidrato de cloral, 50 mL de agua). En cada
portaobjetos se colocaron las alas de 10 hembras y 10 machos (Figura 8). Posteriormente, la
laminilla se colocé en el horno (a 60 °C) dentro de una caja Petri, para protegerla del polvo,
hasta que secara la solucion Fauré permitiendo que las alas se adhieran firmemente al
portaobjetos. Después, se cubrieron las alas con un cubreobjetos empleando una gota de
solucion de Fauré para fijarlo y, finalmente, sellarlo con ayuda de esmalte transparente para
ufias (Graf et al., 1984). Las laminillas se hicieron por triplicado para cada concentracion de

semilla de D. stramonium, el grupo testigo y el cotratamiento, para ambas cruzas.
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Figura 8. Orden de las alas de D. melanogaster por preparacion. La flecha punteada indica el

sentido en el que se realiza el andlisis de las alas. Modificado de Carballo-Ontiveros (2010).

Analisis de las muestras

Cada una de las alas se analizo por microscopia Optica para registrar el tipo, tamafio y nimero
de las manchas con los marcadores mwh y flr3, tanto en la superficie dorsal como en la ventral,
siguiendo el sentido que se muestra en la Figura 8. El registro de las manchas se realiz6 de

acuerdo a su posicion en el ala, para ello, ésta se dividio en siete regiones acorde a su venacion
(Figura 9).

Figura 9. Regiones de la superficie del ala de D. melanogaster. La flecha indica el sentido en el

que se realiza el andlisis de las alas. Modificado de Garcia-Bellido y Merriam (1971).

Cuando se obtuvieron los datos de las laminillas correspondientes a cada concentracion
de semilla de D. stramonium, al grupo testigo y al cotratamiento, para ambas cruzas, éstos se
analizaron con el software de analisis estadistico llamado SMART v2.0 basado en la prueba
Kastenbaum-Bowman (p= 0.05), desarrollado por Frei y Wirgler (1988).
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V. Resultados

Determinacién de la CLso

En primera instancia, se realizo la prueba con las concentraciones 0.5, 1, 2 y 4% en ambas
cepas, donde se contabilizaron los sobrevivientes de cada vial para estimar el porcentaje de
supervivencia el cual se mantuvo en el intervalo de 80-100% para todas las concentraciones y
sus duplicados (Figura 10).
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60 mflr (1)
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ORRATr* (2]
20
o
2% 4%

Corntrol 0.50% 1%
Extracto de semillas (D stramonium L.)

L% de sobrevivencia

Figura 10. Porcentaje de sobrevivencia de D. melanogaster ante la administracion de las concentraciones 0.5,

1, 2 y 4% de decoccion de semilla de D. stramonium. Los datos se muestran con desviacion estandar (N = 3).
Debido a que las concentraciones ensayadas no permitieron determinar la CLso (Figura
10), se decidié aumentar la concentracion maxima, probando entonces con 6, 12 y 24%. Sin
embargo, los resultados (Figura 11) fueron similares a los de la Figura 10; el porcentaje de

sobrevivencia se mantenia dentro del intervalo 80-100%.
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Figura 11. Porcentaje de sobrevivencia de D. melanogaster ante la administracion de las concentraciones 6, 12

y 24% de decoccion de semilla de D. stramonium. Los datos se muestran con desviacién estandar (N = 3).
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A pesar de que no fue posible determinar la CLso, se decididé usar las concentraciones
24,12, 6 y 3% para el ensayo SMART ya que la metodologia utilizada para obtener el extracto

impedia alcanzar concentraciones mas elevadas (a mayor concentracion se perdia mas agua).

Ensayo SMART

Genotoxicidad

Los resultados del ensayo SMART de ambas cruzas (Tablas 2 y 3) se obtuvieron con el
software de andlisis estadistico SMART v2.0 (Frei y Wirgler, 1988), donde los individuos de
D. melanogaster fueron tratados con cuatro diferentes concentraciones de decoccion de
semillas de D. stramonium (3, 6, 12 y 24%), se utilizé agua destilada como control negativo y

4NQO como control positivo, ademas del control técnico (Tween 80 + Etanol).

Tabla 2. Resultados del ensayo SMART y cotratamiento para la cruza ST.

Manchas por ala (No. de manchas)? Media
Manchas por
Conccoer?]trﬁ(élsotg del rrl:lgégaes Manchas Manchas | Manchas | Total de cIiJc:Ses ciclo de
P pequefias grandes gemelas | manchas mwh division
m=2 m=5 m=>5 m=2 celular
Contr(c’;?g?a“vo 60 037(22) | 0021 | 0021 | 0.404) 24 1.75
Control técnico
(Tween 80 + Etanol) 60 0.32 (19) 0.03 (2) 0.03 (2) 0.38 (23) 22 1.64
Toloache 3% 54 0.91 (49)+ | 0.15(8)+ | 0.07 (4)- | 1.13 (61)+ 61 1.84
Toloache 6% 60 0.88 (53)+ | 0.15(9)+ | 0.08 (5)- | 1.12 (67)+ 67 1.82
Toloache 12% 59 1.05(62)+ | 0.14 (8)+ | 0.03(2)- |1.22(72)+ 72 1.54
Toloache 24% 60 1.22 (73)+ | 0.18 (11)+ | 0.02 (1)- | 1.42(85)+ 85 1.65
Control positivo 2.92
(4NQO 2 mM) 60 1.67 (100)+ | 0.92 (55)+ | 0.33 (20)+ (175)+ 161 2.60
Cotratamiento 230
(4NQO 2 mM + 60 1.40 (84)+ | 0.65 (39)+ | 0.25 (15)+ (1é8)+ 130 2.16
Toloache 24%)

2 Diagnosticos estadisticos de acuerdo a Frei y Wirgler (1988, 1995); donde (m) = factor de multiplicacién de
riesgo minimo para la evaluacion de resultados negativos; (+) = positivo; (-) = negativo.

En ambas cruzas se observa que la frecuencia del total de manchas de todas las
concentraciones ensayadas de decoccidn de semillas de D. stramonium es significativamente

mayor a la del grupo testigo, puesto que los resultados son positivos. Esto indica que la
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decoccion de semillas de D. stramonium es genotdxica, al menos en las concentraciones
manejadas. Ademas, para todas las concentraciones ensayadas, se observa que no hubo un
aumento significativo en la frecuencia de manchas de la cruza HB (Tabla 3) al compararla con

la frecuencia de manchas de la cruza ST (Tabla 2), lo que indica que la decoccion de semillas

de D. stramonium no requiere ser bioactivada para mostrar su genotoxicidad.

Tabla 3. Resultados del ensayo SMART y cotratamiento para la cruza de HB.

o .
Manchas por ala (No. de manchas) Manchas Mﬁgrla
Concentracién del No. de con .
compuesto moscas Manch~as Manchas | Manchas | Total de clones CI.CI.O.qe
pequefias grandes | gemelas | manchas mwh division
m=2 m=5 m=5 m=2 celular
Contrz’;?g?a“"o 60 038(23) | 000(0) | 0021 | 0.40 4 24 1.67
Control técnico
(Tween 80 + Etanol) 60 0.47 (28) 0.03 (2) 0.02 (1) | 0.52 (31) 31 1.52
Toloache 3% 60 0.52 (31)- | 0.10(6)+ | 0.03 (2)- | 0.65 (39)+ 39 2.05
Toloache 6% 60 0.55(33)- | 0.10(6)+ | 0.03(2)- | 0.68 (41)+ 41 1.93
Toloache 12% 60 0.67 (40)+ | 0.08 (5)+ [ 0.03(2)- | 0.78 (47)+ 46 1.76
Toloache 24% 60 0.75 (45)+ | 0.10 (6)+ | 0.08 (5)- | 0.93 (56)+ 55 1.80
Control positivo
(4NQO 2 mM) 60 1.18 (71)+ | 0.37 (22)+ | 0.10(6)- | 1.65 (99)+ 95 2.13
Cotratamiento
(4NQO 2 mM + 60 1.25 (75)+ | 0.33 (20)+ | 0.07 (4)- | 1.65 (99)+ 96 1.96
Toloache 24%)

2 Diagnosticos estadisticos de acuerdo a Frei y Wiirgler (1988, 1995); donde (m) = factor de multiplicacién de
riesgo minimo para la evaluacion de resultados negativos; (+) = positivo; (-) = negativo.

En todas las concentraciones se observa que la presencia de manchas sencillas pequefias
(1 a 2 células afectadas) es mayor a la de manchas sencillas grandes (mas de 2 células
afectadas) en ambas cruzas, como se aprecia en las Figuras 12 y 13. Ademas, no se
registraron manchas sencillas flr® en la cruza ST, pero si se encontraron dos de ellas en la
cruza HB. En ambas cruzas se presentaron algunas manchas gemelas, aunque su presencia

no fue estadisticamente significativa.
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Antigenotoxicidad

Los resultados de la prueba de antigenotoxicidad de ambas cruzas (Tablas 2 y 3) se obtuvieron
con el software de analisis estadistico SMART v2.0 (Frei y Wirgler, 1988), donde los individuos
de D. melanogaster fueron tratados con la decoccion de semillas de D. stramonium al 24% vy

el mutageno 4NQO al 2 mM de manera simultanea con el fin de detectar un posible efecto
antigenotoxico.

Frecuencia (Mo.de manchas)

" Cotratamiento
ANCD
A r—
any

17}
&
n E_ T. 5% =
10 ﬂ B Cl::.;. ] g
I — olo 12% E
5 - - = o3 g
1 v A Control Técnico 5

- =R ControlH.0

3ad - _g 2

2316 47 532

Tamario de las manchas
(Mo. de células)

Figura 12. Distribucién por tamafio de las manchas sencillas obtenidas de las diferentes concentraciones de la

decoccion de semillas de D. stramonium, del grupo testigo y del cotratamiento para la cruza ST.

En ambas cruzas (Tablas 2 y 3), la frecuencia del total de manchas del cotratamiento es
similar a la del control positivo, no existe una diferencia estadisticamente significativa, esto
indica que la decoccién de semillas de D. stramonium no posee un efecto antigenotoxico y
tampoco potencializa la genotoxicidad del mutadgeno. Ademas, se observa que la presencia de
manchas sencillas pequeias y grandes del cotratamiento es similar a la del control positivo,
con excepcion de las manchas sencillas mas grandes registradas (de 9 a 16 y de 17 a 32

células afectadas), esto se aprecia en las Figuras 12y 13.
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Figura 13. Distribuciéon por tamafio de las manchas sencillas obtenidas de las diferentes concentraciones de la

decoccién de semillas de D. stramonium, del grupo testigo y del cotratamiento para la cruza HB.
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VI. Discusioén

Concentracion letal media (CLso)

Los datos obtenidos en la prueba CLso mostraron que la decoccion de semillas de
D. stramonium no presenta toxicidad letal a una concentracion maxima de 24% ya que
sobrevivié mas del 80% de la poblacion de estudio, debido a esto no fue posible determinar el
valor de la CLso y se tomd la decision de utilizar las concentraciones 24, 12, 6 y 3% para el
ensayo SMART, a causa de que la metodologia usada para conseguir el concentrado de
decoccion de semillas impedia alcanzar concentraciones mas elevadas, es decir, mientras mas

se saturaba el medio acuoso con las semillas la pérdida de agua era mayor.

Genotoxicidad

Las plantas medicinales son un elemento importante del conocimiento médico tradicional,
heredado por generaciones desde tiempos prehispanicos, en varias culturas mexicanas
(Heinrich et al., 1998); habiéndose registrado aproximadamente 3 000 especies (De la Cruz,
1991) y estimandose 4 500, México se ubica como el segundo pais con la mayor diversidad
biolégica de estas plantas (Bye et al., 1995). En la actualidad, se estima que la poblacion
mexicana hace uso de alrededor de 1 000 especies de estas plantas, de las cuales solo el 20%
se ha estudiado ampliamente para validar de manera cientifica su uso (Garcia-Alvarado et al.,
2001) y aproximadamente el 5% del total (4 500 especies) se validé por sus atributos
medicinales (Ocegueda et al., 2005).

Esta tendencia al uso frecuente de la herbolaria por parte de la poblacion mexicana y a la
escasa informacion cientifica de este tipo de plantas, en especial a nivel toxicolégico (Garcia-
Alvarado et al.,, 2001), mas el pensamiento popular de que la medicina tradicional es
antagonica a la cientifica (Menéndez, 1994), son algunas de las razones por las que se
considera fundamental ampliar los conocimientos relacionados con las propiedades tanto
beneficiosas como perjudiciales de las plantas medicinales en las aplicaciones médicas, para
asi complementar y/o actualizar la informacién que se tiene de la herbolaria mexicana y para
facilitar la toma de decisiones y la planificacion de estrategias de salud alternativa (Ocegueda
et al., 2005).

Como una forma de contribuir al crecimiento de este banco de datos, se realizo el presente
estudio donde se determind el potencial genotdéxico de la decoccién de semillas de

D. stramonium por medio del ensayo SMART en las alas de D. melanogaster utilizando las
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cruzas estandar (ST) y de alta bioactivacién (HB), esta ultima para determinar si la decoccién
de semillas de esta planta era dependiente de una activacion metabdlica para revelar su
potencial genotoxico. Se eligio el método de decoccion para obtener el extracto acuoso de las
semillas debido a que es uno de los métodos de administracion oral usado para esta parte de
la planta dentro de la medicina tradicional mexicana (Morton, 1981; Atlas de las Plantas de la

Medicina Tradicional Mexicana, 2009).

Los datos obtenidos en el ensayo SMART para la cruza ST (Tabla 2) tratada con la
decoccion de semillas de D. stramonium muestran resultados positivos para las manchas
pequefias, grandes y el total de manchas en todas las concentraciones, y negativos para las
manchas gemelas. En cuanto a la cruza HB (Tabla 3), se exhiben resultados positivos para las
manchas grandes y el total de manchas en todas las concentraciones, y negativos para las
manchas gemelas; en las manchas pequefias solo son positivos en las concentraciones de 12
y 24%, ademés de que en esta cruza no hubo un aumento significativo en la frecuencia de
manchas en comparacion con la cruza ST, por lo que la decoccién de semillas de
D. stramonium se puede descartar como promutageno. Con base en esto, podemos decir que

la decoccién de semillas de D. stramonium presenta un efecto genotdxico en este bioensayo.

Respecto al tipo de manchas, en todas las concentraciones utilizadas predominé la
presencia de manchas sencillas pequefias, mientras que las manchas sencillas grandes
presentaron frecuencias continuamente decrecientes (Figuras 12 y 13), lo que era de
esperarse debido a la alimentacion crénica de las larvas de tercer estadio con el extracto
acuoso hasta la pupacion, ya que en esta etapa del ciclo de vida de D. melanogaster los discos
imaginales (grupo de células epiteliales en la larva que dan lugar a las estructuras del adulto
durante la metamorfosis) estan creciendo y por tanto una mayor cantidad de células blanco
son expuestas al extracto (Graf et al., 1984; Morgan, 2007). Las manchas gemelas tuvieron
una frecuencia baja, se obtuvieron resultados negativos en todas la concentraciones

ensayadas en ambas cruzas para este tipo de manchas (Tablas 2 y 3).

D. stramonium es una de las plantas medicinales mas usadas y comercializadas en México
por sus efectos analgésicos (Khalili y Atyabi, 2004), sus semillas son la parte de la planta que
presenta mayor toxicidad en el ser humano debido a su concentracion de alcaloides tropanicos
(Nehaul, 1955; Urich et al., 1982; Boumba et al., 2004; Diker et al., 2007; Spina y Taddei,
2007). La atropina es el alcaloide tropanico mas abundante en las semillas de D. stramonium

y en toda la planta, seguido por la escopolamina (Miraldi et al., 2001); ambos compuestos han
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demostrado ser genotdxicos en células humanas (Yu et al., 1988; Svobodova et al., 2011), por
lo que es posible que hayan incidido en el aumento de la frecuencia de manchas en el ensayo
SMART debido a la homologia genética que presenta D. melanogaster con el ser humano. Sin
embargo, dado que se ha demostrado que la decoccién prolongada de plantas solanaceas
reduce su toxicidad, debido a que el hervor degrada parcial o totalmente algunos alcaloides
tropanicos (Ng et al., 2013; Marin-Saez et al., 2019), no es posible confirmar si los compuestos
activos y la metodologia que se utilizé en este trabajo han inferido en los resultados del

experimento, ya que se desconoce la concentracion de alcaloides del extracto que se empled.

Los resultados obtenidos en este estudio concuerdan con los obtenidos en estudios
previos realizados por Steenkamp et al. (2005) y Akal et al. (2014) que evaluaron el potencial
genotoxico de las semillas de D. stramonium en linfocitos humanos. Dentro de las diferencias
entre dichos estudios y el presente trabajo (Tabla 4) destaca que este es el primer estudio de
genotoxicidad in vivo realizado con esta planta, esto es importante ya que el realizar ambos
estudios (in vivo e in vitro) ayuda a confirmar el potencial genotéxico de una planta medicinal
y enfatiza la importancia de obtener una gama mas amplia de pruebas de genotoxicidad
(Sponchiado et al., 2016), como en el caso del anacardo (Anacardium occidentale) que mostré
resultados negativos en un ensayo in vitro con S. typhimurium (Melo-Cavalcante et al., 2003)
y positivos en uno in vivo con ratones (Konan et al., 2007), o viceversa, como en el caso del
ajenjo (Artemisia absinthium) con resultados positivos en S. typhimurium (Taherkhani, 2014) y
negativos en ratones (Piloto-Ferrer et al., 2000); en este caso las semillas de D. stramonium
han mostrado tanto resultados negativos (Friedman y Henika, 1991; Reid et al., 2006;
Verschaeve y Van Staden, 2008) como positivos (Steenkamp et al., 2005; Akal et al., 2014) en
pruebas in vitro, por lo que se puede decir que este estudio, realizado con una prueba in vivo,
reafirma el efecto genotdxico de esta planta medicinal. Ademas, este trabajo también es el
primer estudio de genotoxicidad de D. stramonium que utilizé6 muestras colectadas en México,
lo cual es importante remarcar debido a que, como se menciond antes, existe la posibilidad de
gue los componentes activos (atropina y escopolamina) de D. stramonium hayan influido en
los resultados del ensayo SMART vy la localidad donde se colect6 la planta es uno de los
factores que inciden en la variacion de su concentracion de alcaloides tropanicos (Benitez et
al., 2018; Castillo et al., 2019). Es conveniente tomar en cuenta los sitios de colecta de las

muestras de esta planta y la concentracién de alcaloides de los extractos empleados para
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futuros estudios de genotoxicidad, con el fin de analizar si existe una relacién directa entre la

concentracion de alcaloides y el potencial genotoxico de D. stramonium.

Tabla 4. Estudios realizados sobre la genotoxicidad (resultados positivos) de las semillas de D. stramonium.

Eventos
Autor(es) Modelo Ensayo de Tipo de | genéticos que Procedencia Tipo de
biolégico genotoxicidad | estudio detecta el de la planta extracto
ensayo
Steenkamp _ _ Rompimiento de
Linfocitos Ensayo L la cadenas de Johanesburgo, | Acuosoy
etal. h in vitro ey .
umanos Cometa DNA (Schrader, Sudafrica metandlico
(2005)
2003)
Aumento en el
Prueba de intercambio de
Akal et al. Linfocitos Intercambio de in vitro DNA entre dos Konya, Turquia | Metandlico
(2014) humanos Cromatidas cromatidas '
Hermanas hermanas
(Schrader, 2003)
Delecion,
Ensayo de no-disyuncién,
Nunez- Drosophila Mutacion y mutacion Ticuman,
Ledezma melanogaster Recombinacién | invivo puntual y Morelos, Acuoso
(2021) Somatica recombinacion México
(SMART) (Graf et al.,
1984)

Al comparar este estudio con otros trabajos donde se evalu6 el potencial genotéxico de
plantas medicinales con el ensayo SMART, D. stramonium ha demostrado ser genotéxica en
extracto acuoso, junto con el epazote (Dysphania ambrosioides), el cilantro (Coriandrum
sativum), el perejil (Petroselinum crispum), el pequi (Caryocar brasiliense), el llantén (Plantago
major), el alisio blanco (Turnera subulata) y un hibrido de Spondias (Spondias mombin x
S. tuberosa); y también mostro un efecto genotoxico desde concentraciones muy bajas, junto
con el pequi, el perejil, el alisio blanco y el hibrido de Spondias (Dutra-Pimenta y Nepomuceno,
2005; Castro et al., 2008; Castafieda-Sortibran et al., 2015; Senes-Lopes et al., 2018). Por lo

gue es una planta con la que se debe tener precaucion, sobre todo para usos medicinales.

Antigenotoxicidad

Para complementar este estudio, se realizé un cotratamiento administrando simultaneamente
el mutageno 4NQO a una concentracion de 2 mM y la decoccién de semillas de D. stramonium
a la concentracién mas alta (24%), a las larvas de D. melanogaster en el ensayo SMART, con

el objetivo de evaluar si D. stramonium presenta un efecto protector ante el dafio genético
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inducido por el mutageno. Hasta donde se investigo, las semillas de D. stramonium presentan
propiedades antioxidantes, antihiperglicémicas y anticancerigenas (Igbal et al., 2017; Melaku
y Amare, 2020).

Los resultados de la frecuencia total de manchas del cotratamiento, tanto para la cruza ST
como para la HB (Tablas 2 y 3), no presentan diferencias significativas con el control positivo
(4NQO), incluso el numero de manchas sencillas pequefias, sencillas grandes y gemelas son
estadisticamente similares (Figuras 12 y 13). Esto indica que la decoccidén de semillas de
D. stramonium no presenta un efecto antigenotoxico en el ensayo SMART, al menos ante el

dafio inducido por el mutageno 4NQO.
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VIl. Conclusiones

El porcentaje de sobrevivencia obtenido en la prueba de letalidad al usar la decoccion
de semillas de D. stramonium oscila entre 80 y 100%, por lo que no fue posible calcular
la CLso.

Los resultados obtenidos en este estudio indican que la decoccién de semillas de
D. stramonium es genotoxica en todas las concentraciones utilizadas para el total de
manchas en ambas cruzas (ST y HB) en el ensayo SMART en D. melanogaster.

Se determiné que no existen diferencias significativas en el potencial genotoxico de la
decoccion de semillas de D. stramonium entre las cruzas ST y HB en el ensayo SMART,
por lo que se concluye que la decoccidn no requiere de una activacion metabdlica para

mostrar su efecto genotoxico.

Las semillas de D. stramonium contienen compuestos quimicos que pudieron incidir en
el aumento de la frecuencia de manchas en las alas de D. melanogaster mediante el
ensayo SMART.

Se demostré que no hubo diferencias significativas entre el control positivo (4ANQO) y el
cotratamiento con la decoccion de semillas de D. stramonium, de modo que se infiere

gue la decoccion no presentd un efecto antigenotoéxico.
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