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CARACTERIZACION GENOTOXICA DE LA a-ASARONA Y ALGUMNOS COMPUESTOS
RELACIONADOS EN CELULAS SOMATICAS DE Droscphila melanoqaster.

La a-asarona {1-propenil 2.4.5-trimetoxibencenc) oS al
principio activo mayoritario de Guatteria gaumeri, &rbol de Yucatén
conocido cominmente como “yumel®™. Este compuesto ha mostrado
propiedades hipocolesterclemiantes Iimportantes; ademés se han
obtenido otros compuestos andlogos 4-propenil-1,2-dimetoxibencenos
S-sustituidos, los cuales han mostrado tener propledades simjilares.

Alguncs estudios sobre la toxicidad del extracto de la planta
Yy de la a-asarona, mostraron mutagenicidad en la linsa TA100 de
Salmonella typhimurium; induce incrementos ligeros en -l
intercambioc de cromdtidas hermanas en linfocitos humanos in vitro
Yy células de médula Ssea murina in vivo. Ademas produce toxicidad
materna y efectos embriotdxicos en ratas tratadas con 50-75
mg/kg/dia. En células del higado, la a-asarcona redujo la secrecidn
de lipidos y la sintesis de proteinas. Una forma isomérica, la p-
asarona, ha mostrado ser carcinogénica en ratas.

Los efectos téxicos de la a-asarona suglieren precaucidén en el
uso de la planta y resulta importante estudiar algunos de los
aspectos de la toxilcologia de la misma y de sus andlogos.

En este trabajo se determind el potencial genotédxico de la a-
asarona Y cuatro andlogos derivados de 4-propenil-1,2-
dimetoxlbeceno 5-sustituidos, en células somaticas de Drosophila
mslanogaster, mediante la prueba de mutacién y recombinacién y
mutacién sométicas, (Somatic Mutation And Recombination Test,
SMART) en células de las alas.

Larvas de tercer estadio se expusieron crénicamente a 50, 75,
100, 125 y 150 ppm de los compuestos y en cada caso se corrid un
teatigo negativo con etancl y Tween 80.



Ya que la a-asarona ha mostrado diversos efectos relacionados
con algunos procesos metabélicos, se evaluaron l1los efectos de los
compuestos administrados ante el dafic inducido por un agente
algquilante findirecto (que requiere activacién metabdlica). Para
estudiar la interaccién de los compuestos con el promutégenoc
alguilante N-nitroso-dimetilamina (DMN), las larvas se trataron con
esta nitrosamina en una exposicién aguda y posteriormente con los
compuestos bajo prueba de manera crénica.

Por otra parte se realizaron experimentos con el isSmero pB-
asarona (el cual ha sido reportado previamente como un carcindgeno
potencial) para comparar su genotoxicidad con la de los compuestos
anSlogos. La f~asarona se administrS crénicamente a concentraciones
de 18.5, 46.25, 92.5, 185 y 370 ppm en medico instant&neoo.

Se hicieron ademis experimentos con una infusidn acuosa al 100
Y 5S0% de la planta para probar su actividad con y sin DMM, en una
exposicién crénica. Cada experimento se efectud por duplicado, y el
andlisis se realizé sobre B0 - 120 alas por tratamiento.

Los resultados mostraron que sdédlo dos cCcompuestos fueron
positivos en la SMART para la induccién de manchas grandes: a-
asarona {100 ppm), Y @€l compuesto 6 (125 ppm). Por otra parte la -
asarona resultd positiva para manchas chicas, grandes y totales a
185 y 370 ppm.

Los compuestos no modificaron la induccién de manchas por la
DHMN, sin embargo, el anélisis de su distribucidédn por mosca con la
prueba de U de Mann~wWhitney-Wilcoxcon mostrd algunas diferencias
significativas entre las concentraciones probadas.

La infusidén al 100 y 50% de Guatteria sp. incrementd de manera
significativa la frecuencia de manchas en comparacién con el lote
testigo e incrementd ligeramente la frecuencia de manchas fnducidas
por la DMN.

Los resultados obtenidos con f-asarona concuerdan con estudios
previos, mostrando efectos positivos evidentes, a diferencia de la
a-asarona y los otros andlogos. De los resultados obtenidos se
desprende que si bien los compueatos probados no incrementan la
frecuencia basal de manchas mosaico en las alas de Drosophila,
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podrian modificar la diatribucién de las mismaes, como se observé en
los tratamientos con la DMN.
Los efectos poaitivos con la infumién de Guatteria sp sugleren

presencia de P-asarona en la corteza de la planta. Se requiere

¥ pruebas de metabolismo para tener una
uso de este tipo de compuestos como

la
realizar otros bicensayos
msayor seguridad sobre el
pomibles agentes terapéuticos.



INTRODUCCION

Uso de las plantas medicinales.

En afilos reclientea ha renacido el interdéds hacia 105 sistemas
fitoterapéuticos y un gran nimero de plantas son analizadas quimica
v farmacolbégicamente en relacién a su posible valor medicinal. Las
plantas son fAbricas que producen un vasto arreglo de estructuras
quimicas poco comunes que muestran una variedad de actividades
bioldgicas. Como resultado de los modernos procedimientos de
aislamiento y experimentacion farmacoldégica, nuevas drogas de
origen vegeotal son wutilizadas en medicina: compuestos purocs
aislados (principlos activos) o fadrmacos sintéticos. En adicidén a
su uso como férmacos en una forma quimica no modificada, los
constituyentes de la planta pueden servir como materia prima de
modificacién sintética. Con frecuencia, los anélogos de un
compuesto base pueden exhibir efoctos farmacolégicos no anticlipadeos
Y ademis @llos mismos pueden ser estructuralmente modificados. Ya
que las plantas pueden tener cientos o miles de metabolitos, hay un
gran interés en el reino vegetal como una posible fuente de nuevos
compuestos para su introduccidén en los programas de evaluacidén
terapéutica (Evans, 1991; Kinghorn, 1995; Farsworth, 1994).

De las 25,000-50,000 especies de plantas estimadas en el
mundo, sélo aun pequeiio porcentaje ha sido investigado
fitoquimicamente y la fraccidédn sujeta a evaluazidén bloldgica o
farmacoldgica es ain mas baja (Hostettmann et al, 1995).

En el siglo XIX 1inicié una era en la que los principlos
activos o metabolitos secundarios de plantas medicinales comenzaron
a extrasrse, y estos constituyentes purificados fueron introducidos
en terapia, como fue evidenciado por la morfina, gquinina, atropina,
papaverina, cocaina y pllocarpina. Durante el siglo XX se han
seguido incorporando drogas importantes derivadas de plantas como
la digitoxina, digoxina, ergometrina, ergotamina, reserpina,
tubocurarina, vinblastina y vincristina (Kinghorn, 1992; Cox 1994;
Hostettman et al, 1995).
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Los hallazgos oetnobotdnicos frecucontemente ignorados dan las
bases para dirigir estudlios sobre materiales vegetales que pueden
ser analizados con motodologias encaminadas a conocer su actividad
cuando éstos son significativos, se

®n biensayos aproplados y,
los

al aislamiento guimico Yy la caractrterizacién de

procede
se llevan al cabo experimentos

principtos activos. Posteriormente,
de esatructura actividad y estudios para revelar sus mecanismos
moleculares de accién (Mitscher et al, 1992; Lewis, 1952).

Los productos naturales derivados de las plantas o principios
activos gque son usados como agontes terapdéduticos son representantes
tipos estructurales de compuestos Yy

esterocidales,
terpenoides Y
grasas

principalmente de varios
metabolitos secundarios: alcaloides, glicésidos
compuestos que incluyen acejites volédtiles.

fenilpropanoides (principalmente usados como saborizantes),
(usados para preparar bases de unglientos y supositorios),
(usados como emol ientes en ungilentos b4
(hidrocoloides usados como
Y Polisacéridos (usados en
(Evans, 1991;

Y cera
aceites fijadores
linimentos), gomas Y mucilagos
emulsificantes y agentes suspensores),
pulverizadores y clertos productos de diagnéatico)
Kinghorn, 1992).

De acuerdo a la compaiia Merck, por cada 10,000 sustancias Que
en una bateria de ensayos biolégicos, 20 =mon

son evaluadas
de éstas 20, 10 serdn

seleccionadas para pruebas en animales;
esvaluadas en humanos y solamente una ser& aprobada por la Food and
Drugs Administration (FDA) de Estados Unidos. Este procesc requiere

casi 12 afios a un costo de ] 231 millones de délares

aproximadamente (Farsworth, 1994).
Muchas de las principales firmas farmacéuticas de los paises
desarrollados estén interesadas en adquirir tantas plantas para sus

programas de valoracién como sea posible. Sdlo pequefas cantidades

de material de la planta se requieren para los principales
biocensayos in vitro que se usan cominmente: si el extracto muestra
actividad, usualmenteo menos de S00 g s=mon necesarios para

identificar los principios activos. Tales moléculas serén entonces

candidatas para ser patentadas (Farsworth, 1994).
6
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La direccidn principal en el estudlio de compuestos derivados
de las plantas, desde un punto de vista industrial, es encontrar
moléculas biolédgicamente activas con la intencién de modificar las
estructuras con el objoto de aumentar la actividad farmacolégica o
disminuir la toxicidad {(Farsworth, 1994).

México tiene una vigorosa herencia de cultura prehiapénica y
es una nacién con una medicina tradicional bien desarrollada, en el
que las plantas medicinales son utilizadas ampliamente en diversas
regionea del pais. Durante la época colonial, la combinaciédn de
précticas médicas tradicionales con conceptos y recursos maddicos
europecs produjo una rigueza coampleja (Lozoya, 1994).

La informacién contempordnea acerca de las plantas medicinales
de México fue escasa y desorganizada. Esta resultd de algunos
estudios esporiddicos de gquimicos y fisiélogos mexicanos en los
1940° y 1950°, que fueron influenciados por el descubrimiento de la
diosgenina eon ol rizoma de Dioscorea mexicana {barbasco) .
Posteriormente, en 1os afios setenta ® renovdé el interés por el
estudio de la medicina indigena Y las pPlantas medicinales

utilizadas (Lozoya, 1994).

Colestercl y agentes hipocolesterclemiantes

Uno de los problemas de salud para el que se realizan varlos
estudios con plantas medicinales es el relacionado con la
sobre todo por su participacién en el

hipercolesterclemia,
1993; Dunn y LeBlanc,

desarrollo de aterosclerosis (Schmidt et al,
1994) .
En muchas células animales el colesterol es tomado a través de
endocitosis mediada por receptores (lipoproteinas de baja densidad
o LDL) y de esta manera adquieren gran parte del colesterol que
requieren para fabricar nuevas membranas. Si la incorporacién es
blogqueada, el colesterol se acumula en la sangre y puede contribuir
a la formacidén de placas aterosclerdticas en las paredes de los
vasos sanguinecs los depdsitos de lipidos y tejidos fibrosos que
causan parilisis y ataques de corazén por bloqueo del flujo

sangufineo (Alberts et al, 1994).
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Los agentes hipocolesterolémicos son usados en el tratamiento
de aterosclerosis para reducir la acumulacién de colesterol; entre
ellos se menciona al clofibrato, ergosterol producido por hongos,
estigmastercol de Physostigma venenosum, el acelite de soya Glycine
max, y @l P-sitosterol ubicuo obtenido de aceite de germen de
trigo, aceite de germen de centeno, aceite de maiz, eite de
semillas de algodédn. Algunoa de ellos ya se han comercializado
(Lewis, 1992).

Debido a la relacién entre los niveles de colesterol sérico y
la incidencia de aterosclerosis, se ha hecho un gran esfuerzo en la
identificaclidén de entidades guimicas que puedan dismsinulr el
contenidos de lipidos en la sangre (Gardufio 1997).

Guatteria gaumert

Guatteria gaumeri Gr n (An ), ©s un &rbol del
sureste de México, con distribucidn en Quintana Roo y Yucatan,
principalmente. Mide de 7 a 15 m de altura, por 10 cm de di&metro,
@l tallo y las ramas estén cublertas con una corteza gris, las
hojas son oval lancecladas, acuminadas enteras y glabras, verde
oscuras, de 9 a 11 cm de largo , con un peciclo de 8 mm, las flores
son molitarias, blancas y de aproximadamente de 4 cm. El fruto es

e to, redondo, con un diametro de 2 cm (Martinez 1959; INI
1994) (Figura 1l). Habita en clima célido entre loas 2 y los 34 msnm.
Asociado a vegetacién perturbada derivada de bosques tropicales
caducifolios y subcaducifolios (INI, 1994). G. gaumeri es rica en

todas sus partes e€n gléndulas de aceite y cuando se tritura produce
un olor aromatico agradable.

Este Arbol es conocido cominmente como "elemuy” (del maya:
ek'lemuy) o “yumel” y sus usos medicinales estén ascociados con 1la
disminuciédn del colesterol (hipercolesterolemia) y los calculos
biliares (colelitiasis), para el mal del rifién y como diurético. Se
usa @l cocimiento de la raiz y se toma por via oral; la corteza y
las hojas se emplean para deshacer los célculos hepéticos, renales
o vesjiculares (coleliciasis), Y cambién para la diabetesa,
leucorrea, gonorrea y pelagra (INI, 1994; Martinez, 1959). Existe



4 « ). a. rama con inflo-

Pigurze 1. 18 o
zescencia, b. fruto.
ademés un preparado llamade yumel hecho a base de esta planta, que
1959) .

se usa contra los cdlculos hepdticos y biliares (Martinez,
la venta en varios mercados del

La corteza se encuentra a
Estas son

en donde también se expende en forma de tinturas.

pafis,
a granel o envasadas a diferentes paises de

ademés exportadas,
Eurcpa, Centro y Sudamérica (Chamorro et al, 1993).
Los efectos hipolipidémicos del extracto
gaumeri se han reportado en seres humanos Yy animales;
lo cual apoya €1 uso de la

alcohélico de

Guatteria
estos efectos han sido significativos,
planta en este tipo de tratamientoes (Tabla I).

a—-ASARONA

Debido a las propiedades hipocolesterolémicas atribuidas a los
extractos de Guatteria gaumeri en la medicina tradicional, se han
realizedo diversos estudios sobre las caracteristicas de 1la
las tinturas y los usos medicinales del extracto crude. Se

9
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ha examinado la fracciédn no polar de esta planta, de_ la que se
aislaron tres propenilboncenos ¥y asaraldehido adem4&s de la
guattegaumerina. La a-asarona resulté ser el componente principal
y mostrd ser de gran importancia en las propiedades farmacoldglcas

exhibidas por esta planta. La f-asarona no fue detectada (Enriquez

@t al, 1980; Leclercq ot al, 1985).
La asarona (l-propenil-2,4,5-trimetoxi-benceno), PM = 208.25

se encuentra en la naturaleza como la mezcla de dos formas
isoméricas, siendo la ao-asarona el isémero (E) o trans, la §-
asarona el fsédmero (Z) o C€is. La asarona se aislé ifinicialmente de
la raiz de Asarum europaeum (Aristolochiaceae) por destilaciédn con
agua. También me encuentra en los aceites etérecos de A. europasum
Y A. arifolium y en el aceite de cdlamo Acorus calamus (Araceae),
donde fue ocbtenida junto con la forma isomérica P-asarona (Budavari
1989) .

La forma cristalina de a-asarona
corteza de Guatteria gaumeri mediante la extraccidén con ©&éter de
petréleo y metancl. Posteriormente la extraccidn se llilevd al cabo
con hexano. Ademds de la a-asarona, se han aislado otros compuestos
tales como el asaraldehido (trimetoxi~2,4,5 benzaldehido),
transisoelemicina [trimetoxi~1,2,3 (propenil-1}-5 benceno(E) ],
transisomiristicina [tetrametoxi 1,2,3,4 (propenil-1)-5S benceno
(E)] ¥y una bencilisoquinoleina, la guattegaumerina.

Recientemente se optimizd la sintesis de a-asarona con una
1990) y también se sintetizaron

se aisléd a partir de 1la

recuperacién de 90-95% (Diaz ot al,
compuestos relacionados estructuralmente, derivados del 4-propenil-
1,2-dimetoxibenceno 5-sustituidos con grupos MeO-, NO,-, NH,-, Cl-,
@ H-, cuyo cernimiento farmacolsdgico mostré que algunos de ellos
est&n provistos también de actividad hipolipidémica, aungue esta es
menor a la mostrada por a-asarona (Diaz et al, 1993).

De los estudios de a-asarona en humanos se ha informado de
algunos efectos hipocolesterolemiantes, aunque no se han
especificado con detalle los resultados (Mandcocki et al, 1980).
También en animales y cultivos celulares la a-asarona ha mostrado
diversos efectos genotdxicos y teratogénicos (Tabla I).
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Tabla 1. Estudios realizados con Guattecla 2_"1, a- y f-euarona.

Compuesto Dosis Organiveo Rfectos Hoferencias
0.25 ml Hoabros Descenso en colesterol 14.9 y 17.9v, | Sinchez y Lerdo de
Tejada, 1982.¢
G. gaunecrl
extraclo ' w Mujeres Deucenso en colesterol 7.6 y 13\, Rufz, 1975,
alcoholico
0.025 Perco Descenso en colesterol, triglicéridos [ Sinchez et al, 1980;
wg/kg/dia y glucenia. Lerdo de TeJada et al,
1980. ¢
25-50 Conejo Descenso en colesterol 23 y 38 A, LDL | Snchez et al, 1985,
ul/xg/dia 27 y 39y, HOL 11 y 29¢.
NR Criceto Disminucién en glucemia, Sinchez et al, 1986.*
NR Criceto Disminucién o desaparicién de Tena et al,1987.¢
célculos.
a-asarona R Humanos Hipocolesterolemia pronunciada. Mandoki et al, 1980,
10mg/ml Hepatocitos Formacién de gotas intracitopldsmicas | Léper et al, 1993
de triglicéridos; disminuyé secrecién
{67) y sintesis de proteinas (6N).
50mg/kg Ratén Prolongé suefio inducido por barbi- Sharma et al, 1961.
tiricos. Hipotermia, Protegié ante
convulsiones inducidas.
Img/ky Rata Bloqueo de respuestas en fuga condi- | Dandiya y Menon, 1963.
cionada.
25 mg/kg Rata Mecté funciones olfatoria, auditiva | Chamorro et al, 1993,
y visual, y reflejo de enderezamiento
en crias.
60, 300 Rata Deacenso en colesterol aérico 66%. HMandoki et al, 1980,
mg/kg
25mg/kg Rata Descenso cn colesterol 56,3V y tri- Gémez of. al, 1987.
glicéridos 61.2%.
4, 10y Criceto Disminuyb cdlculos billares 64,24,
25mg/kg

It




Tabla 1.

realisados cos Guattecis

guamel, oy J-aoarome (comtimsecite).

Cospeasto Dosis Organimo Stectos Referencias
0 pg/md | Hepatocitos Inhibl6 16n y aintesie de Lipi- Andez ot 81,1993,
don.
T-asarons
10 pg/mt Hepatocitos Casbios ultrsestructurales, diseinu- | Lopet st al, 199).
clén en eintesis de protefnas,
50-18 Fats Toxicldad materna, embriotoxicdad y | Jiméner,et al, 1968,
ng/kg teratogenia,
60 mg/kg Ratdn Teratogenla, toxicidad materns y em- | salazer, et al, 1992.
briotoxicdad.
NR S. typhizarium | Mutagénica en linea TA100. Mohar et al, 1986.*
150-210 Linfocitos Aumento en ICHs in vitro. Morales et al, 1992.
pg/ml husanoe
25-100 Celulas medula | Ausento en ICHs in vivo,
ug/al osea de ratén.
Lt} Hepatocitcs Induccitn de elntesis no prograsada Teal ot al, 1994,
de DKA.
250 ppo Tradescantia | Ausento en microniclecs. Ruiz et al, 1996,
180, 210 y | Alliun cepa Aumento en microniclecs, Lahibis la Rufz et al, 1997.
250 pg/ml diviedn alt6tics.
§R Toxocara canis | Inhibié la mcbilidad y tuvo actividad | Suglmoto et al. 1955,
nezaticida.
4.7 y 0.25 | Ratén Induccidén de hepatomas. Wiseaan et al.1987.
pa/g
f-asaroca
R 8. typhisurjum | Mutagénica en linea TAL00 + §9. C3ggelman y Schimeer,
1987,
NR Linf.huzanos | Aumento en ICHs. Abel, 1987.*
50 ng Ratén Potencid accién letal de sstrasol,

tencié 1a accién de picrotoxina,

Sharea et al, 1961,

NR = no reportado * = reportado en Chazorro et al, 1993,




Los datos obtenidos con cultivo de hepatocitos, indican que el
efecto hipolipidémico del compuesto puede doberse a inhibicién de
la sintesis y la smsecrecién de lipoproteinas o probablemente al
incremento en su catabolismo. El afecto de a-asarona en la
secreciédn de lipidos en los hepatocitos es mAs fuerte gue la de
probucol y clofibrato, dos farmacos hipolipidémicos ampliamente
usados, los resultados sugieren que la a-asarona puede ser un
agente hipolipidémico mas potente (Hernandez et al, 1993). La
incorporacidn de Acido clelico ['‘C] en los triglicéridos celulares
se Incrementd considerablemente (mas de 3.2 veces) en presencia de
a-asarona, de acuerdo con los datos morfolédgicos gue mostraron
incremento en las gotas lipidicas Intracitoplésmicas, constituidas
principalmente de triglicéridos. La acumulacién de triglicéridos
pudo mer debida principalmente a una disminucién en su secrecidn y
no a un incremento en su sintesis, ya que la actividad de la enzima
glicerol 3-fosfato deshidrogenasa (GPD) fue inhibida. Se sugirid
que o]l efecto de a-asarona sobre la secrecién de lipidos puede ser
debido a: 1) la inhibicidén de sintesis de lipidos necesarios para
®)! ensamblado de lipoproteinas, como sugleren los experimentos de
incorporacién y determinaciones enziméticas, 2) tnhibicidén de 1la
mintesis de apoproteinas, como sugiere la evidencia preliminar que
muestra una dréstica disminucién en los niveles de apo Al mRNA
daespués de una y dos semanas de exposicidédn a a-asarona, © 3)
inhibicién de la sintesis o secrecidn de proteinas como muestran
los experimentos de marcaje de proteinas totales con leucina ['H)
({Herndndez ot al, 1993, Gardufic et al, 1997).

La a-asarona también mostrd mejores efectos que el clofibrato
en tratamientos de hipercolestercloemia en ratas con una disminuciédn
tres voces mayor en una relacién dosis-efecto (GéSmez et al, 1987).

Los resultados observados en la disminucidén de lipidos en el
hombre y en animales, apoyan la efectividad de los extractos de
Guatteria gaumeri en pacientes hipercolestercolémicos (Gardufio et
al, 1997).
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La toxjicidad aguda de a-asarona se ha determinado en roedores
(Tabla 11). En comparacién, la P~asarona presenta

principalmente
(122 mg/kg)} como en ratones

valores do DL,, monoros tanto en ratas
(184 mg/kg), lo cual sugiere que es mAs téxica gque la forma alfa

(Chamorro et al, 1993).

Tabla IX. Toxicidad de asaronas por via intraperitonea

IsSmexro Organismo DL%0 (mg/kg) Referencia.
a-asarona Rata 300 Chamorro et al, 1993.
a-asarona Cobayo 275 -
a-asarona Ratén 225, 245 "
a~asarona Ratén 250 Morales et al, 1992.
p-asarona Rata 122 Chamorro et al, 1993.
p-asarona Ratén 184a i

En eatudios realizados en hepatocitos de rata, se encaontrd que

la exposiclén a a-asarcona (1-50 ug/ml) durante una y dos semanas,
Produjo alteraciones morfoldgicas y ultraestructurales, aumento en
el nimero y tamailo de gotas intracitoplasméticas de lipidos, y a
las concentraciones mé&s elevadas (25-50 mgs/ml), retraccién de los
cordones de hepatocitos y desprendimiento de las células de las
cajas de cultivo (muerte celular) (Lépez et al, 1993; Chamorro et
al, 1993).

En estudios farmacocinéticos de asarona en conejo, a los
cuales se les administré por via intravenosa 5, 10 o 20 mg/kg, se
observd una rapida distribucidén del compuesto seguida de una fase
de eliminacién mas lenta (Tsai et al, 1991).

Se han reportado algunos efectos teratogénicos de a-asarona en
rata y ratén (Jiménez et al, 1988; Salazar et al, 1992) (Tabla I),
sin embargo, en embriocnes de pollo, la a-asarona no produjo efecto
teratdégeno con dosis de 0.4 a 4.0 mg/huevo (Chamorro et al, 1993).
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Los eastudios genotdéxicos han revelado actividad significativa
de la a-asarona en Salmonella, en sistemas celulares de mamiferos
in vitro y en plantas (Tabla I) (Ruiz et al, 1996; Ruiz et al,
1997). Sin embargo, en un estudio de dominantes letales on ratas,
no hubo cambios en la frecuencia testigo, indicados por la muerte
pre y postimplantaclén. La a-asarona mostrd una respuesta
mutagénica en la prueba de Ames en Salmonella typhimurium TAl00, ¥
aen la orina de ratas alimentadas con oste agente mostraron
derivados glucurénicos en lineas TA100 y UTH 8414 (Morales et al,
mostrados sugleren que la a-asarona as

1992). Lom resultados
ligeramente citotéxica y genotdxica tanto in vivo e in vitro.

En estudios wsobre la conducta de crias, después de la
administracién pre y postnatal de la droga a ratas gestantes,
observd que la dosis de 25 mg/kg afectd ligeramente las funciones
asi como el reflejo de enderezamiento

olfatoria, auditiva y visual,

(Chamorro et al, 1993).

La forma isomérica f-asarona,
de cAdlamo (Acorus calamus),
de ratas, Y
1987). Tambilén me ha reportado
en el

®] componente principal del
aceite indujo tumores mesenquimatosos
en el i(ntestino delgado la a-asarona moatrd una
actividad comparable (Wiseman et al.
que f-asmarona es mutagénica, en presencia de fraccién S9,
sistema de Salmonwlla typhimurium TAl00 (G¥ggelmann y Schimmer

1983; Chamorro et al, 1993).

El efecto de las asarconas en el patrén de comportamiento
espontdnec fue estudiadoc en 8 gatoms. Ambos isémeros redujeron la
sociabilidad. Por otra parte, experimentos de perfusién en corazén
de rana revelaron que tanto a-asarona como f-asarona causarxron
detencién del corazén en diAdstole a muy baja concentracién. También
a-asarona y P-asarona mostraron tener acciones anti-acetilcolina

siendo Pp-asarona la mAs potente (Sharma et al, 1961).
Las diferencias en algunas de las accliones de estos dosa
compuestoa, que poseen la mismma estructura quimica y diflieren asélo
en la configuraclion, puede serxr debido a la dificultad de a-asarona
para actuar en los sitios receptores que pueden ser ocupados en
alguin momento por la P-asarona (Dandiya y Menon, 1963).
1is



Lo8s resultados toxicolégicos sefialan un riesgo en la lngestién
de Guatteria gaumeri Y a-asarona para el ser humano, que o8
necesario aevitar. Existce la posibilildad de que los anédlogos
sintéticos pudieran estar coxentos de toxicidad, para lo cual es
los estudios preclinicos de

necesaric gQue se lleven al cabo,
que

Bsaguridad y relacidn estructura-actividad de los compuestos,
forman parte del proceso do introduccién de nuevas entidades
farmacolédglcas en medicina (Chamorro et al, 1993). Por otra parte
considerar el anélisisa de los efectos de 1los
evalian ante otras entidades quimicas, para
interacciones que puedan tener con otros

as importante
compuestos que so
estudiar las posibles
compuestos, principalmente aqguelleos que promueven la actividad
metabdlica de los organismos expuestos.

Parxa cualquier investigacidn do Plantas con actividad
biolégica es importante utilizar los bilensayos apropilados para
monitorear los efectos requeridos relacionados con los principios
activos obtenidos, ya gque, aunque muchos han resultado ttiles en
medicina, algunos producen efectos deletdéreos como dolencias y
sensibilizacioéon o incluso, han raesultado ser mutagénicos,
carcinogénicos © teratogénicos (Hostettmann et al, 1995).

Los estudios basados en bicensayos para separar e ldentificar

compuestos activos surgieron en los 1980* a partir del trabajo de

grupos de investigaciédn que decidieron experimentar con extractos

de plantas totales, productos crudos y fracciones cromatogré&ficas

ensay4ndolos en las pruebas blcoldgicas estdédndar (Lozoya 1994).
Los estudios de 1la actividad genotdxica de los agentes
quimicos que representan un riesgo mutagénico y/o carcinogénico
para los seres humanos se han modificado en los dltimos quince afios
Y cada dafa tienen mas importancia, pues las evidencias
experimentales indican que existe una asociacién muy fuerte entre

la actividad recombinogénica de las sustancias quimicas y 1la

carcinogeé is; d AsS, el inictio de un procesco canceroso

frecuentemente estad en relacionado con cambioa en la informacidn
Clayson, 1980; Vogel et
Graf et al, 1984).
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E1 empleo de los diversos bloensayos se enfoca hacia dos
direccionos principales: la determinacién del riesgo potencial que
implica la exposicién a los agentes en cuestién, tanto en relacidn
con las células germinales como con las sométicas, y la prediccidédn
de la asociacién entre genotoxicidad y carcinogenicidad, ademés del
estudio de los posibles mecanismos de accién. Loa sistemas de
prueba idecales deben ser sencillos, répidos, reproduciblea y
Yy tener suficiente sensibilidad para la deteccidén de
Por lo anterior es esencial
s inferiores

econémicos,
actividad a bajas concentraciones.
elegir entre los posibles organismos blanco: organis
(microorganismos, insectos, crustéceos, moluscos), sistemas
subcelulares alslados (enzimas, receptores, organelos), células
cultivadas humanas o de corigen animal (De Serres, 1979; Vogel ¥y
al, 1983; wirgler et al, 1983a;
1995) .

Natarajan, 1979a y b; Todd s
Brusick, 1988; Hostettmsann

Drosophils melanogaster
Uno de los organismos Qque ha sido utilizado constantemente

como biocensayo en la valoraclidn de mutagenicidad es la mosca de la
fruta Drosophila melanogaster. Este insecto reune una serie de
caracteaeristicas que le hacen un sistema de prueba eficiente para
detectar el dafo de agentes qQquimicos y fisicos en el DNMA.

El manejo y el mantenimiento de Drosophila melanogaster es
sencillo. Su ciclo de vida incluye un perfiodo de embriogénesis
dentro del huevo y una sucesién de tres estadios larvarios que
culminan con una metamorfosis completa de la que finalmente surge
el adulto; la duracién del ciclo de vida completo es de 9.5 a 10
dias en condiciones controladas de temperatura (25°C) y humedad
relativa (60%) (Demerec y Kaufmann, 1962; Ramos et al, 1993).La
duracién del ciclo de vida permite el andlisis de progenie
numerosa, Yy la aplicacién de exposiciones crénicas, agudas y
fraccionadas. Drosophila cuenta con una gran cantidad de marcadores
fenotipicos que faclilitan el andlisis de eventos gendéticos mediante
el sistema de cruzas (Lindsley y Grell, 1968; Lindsley y Zimm,
1979). Los agentes en estudio pueden administrarse por diferentes
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vias tales como alimentaclién de larvas y adultos, inyecciédn,

inhalacién y ducha vaginal.

Drosophila es un modelo in vivo,
adicién de un aistema metabdlico exdgeno y tiene un amplio espectro

de actividades metabdélicas capaces de activar promutédgencs Yy
siendo eficiente en la deteccidén de smsustancias de
En este organismo se ha demostrado la presencia

por lo que no requiere la

procarcinégenos,

vida media corta.
de sistemas enzimaticos de citocromo P-450 que ha mostrado rutas de

desintoxicacidén similares a las de los mamiferos (Zijlstra, 1987;
Timbrell 1989) ., y las células germinales tienen metabolismo
oxidativo en ciertos estados de su maduracién (Baars et al, 1980:;
Clark, 1982; Hdllstrim et al, 1982; Zijlstra y Vogel, 1988).
Prueba de mutacién y recombinacioén somaticas (SMART)

El emplec de las células somdticas de Drosophila en 1los
sistemas de prueba permite detectar la actividad mutagénica y/o
rocombinogénica de los compuestos quimicos. Dada la correlacidén que
existe entre la actividad mutagénica y la carcinogénica, se ha
propuesto que la prueba de mutacidn y recombinaciédn somdtica
(SMART) ademids de detectar agentes mutagénicos, puede emplearse
para idontificar compuestos con potencial carcincgénico, los cuales
inducen recombinacidn mitética en una proporcién importante (Graf
et al, 1984:; Delgado, 1950; Ordaz, 1991 , Rodriguez y Ramos, 1992).

En esta prueba se tratan los discos imagales de las larvas que
dan origen a las alas del adulto (Figura 2), si el tratamiento con
los compuestos a probar induce alguna alteracién en el DNA de las

ésta alteracidén se transmite por mitosis a las células

células,
Ramos et al.,

hijas durante la metamorfosis (Crick y Lawrence 1975;
1993).
En el protocolo de la prueba de mutacién y recombinaclién
somé&ticas que utiliza las alas =me usan marcadores fenotipicos
recesivos que afectan los tricomas de las células epiteliales.
induccién de alguna alteracidén produce la formacién de un clon
celular por divisiones mitédticas sucesivas, observable como una
células afectadas rodeadas por un contexto de células

18
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Restructuras formadas a partir de los discos
de la larva de Droesocphila.

Figura 3. SMARY detecta la formacién de clomes inducidos pox
dafio genético, en el desarrollo del disco imagal del ala.
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normales en la superficie del ala (Figura 3). El1 ctamafio de 1la
mancha producida puede ser un indicador del nimero de divisiones
celulares y/o del tiempo durante el desarrcllo sn qgque ocurrié la
alteracidén, por lo que se pueden distinguir compuestos de accidédn
directa y compuestos que requieren ser biotransformados por parte
del organismo para producir el dafio; estos ultimos actian en etapas
tardias del desarrollo producliendo clones celulares de tamaiio
pequeiio (Garcia-Bellido y Merriam, 1971a y b; Baars et al 1980,
wWright 1980, Wiirgler et al 1983b, Graf et al 1584, Vogel 1987,
EZijlstra y Vogel, 1988).

El marcador flare, f£1c? (3-39.0) o8 una mutacidn letal
recesiva que so exprasa eon células sométicas produciendo
alteraciones en los tricomas dandc el aspecto de una flama o como
manchas quitinosas sobre la superficie de las alas. Este marcador
se reconoce por la presencia del gen dominante Ser (Serrata) que es
letal en condicién homocigdtica. Este arreglo genético se mantiene
bal dor ™3 el cual porta numerosas

con e cr
inversiones que impiden el entrocruzamiento entre CroMOSOMAS
homélogos. De esta manera, en cada generacién so eliminan las
moscas flx'/flr’ y Ser/Ser, por lo que sé6lo se recuperan las
heterécigas (Delgado, 1990).

La mutacién multiple wing hairs, mwh (3-0.0) es recesiva y
produce la aparicién de tres o mAs tricomas por célula en lugar de
uno, como en la expresidén silvestre (Graf et al, 1984).

Las alteraciones detectadas en SMART pueden originarse por
varios sventos: mutacién, delocidén, pérdida cromosomica o
recombinacidén, y se expresan como manchas sencillas con uno u otro
de los fenotipos mwh o flr’. Un evento de recombinacién entre mwh
y f£1r’ puede dar como resultado una mancha sencilla mwh. Sin
embargo la recombinacién entre flr’ y el centrémero (3-47.7), da
lugar a manchas gemelas mwh/flr’, debido a 10 anterior, las manchas
gemelas permiten diterenciar la actividad de compuestos
recombinogénicos (Graf et al, 1984) (Figura 4).
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Figuze 4. Bventos genéticos detectables en SMART (Modificado
de Graf et al, 1%6a).
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Algunos compuestos de amplic uso en pruebas de gencotoxicidad
han sido doenominados de manera genaral como mutégenos de
compuestos han mostrado efectos claramente

referencis. Estos
positivos en los diferentes sistomas y Se conoce gran parte de su
actividad gonotoxica Y los mecanismos Por los que son

biotransformados por los seres vivos, debido a esto, se emplean en
la comparacldén de compuestos con actividad similar o en pruebas de
antagonismo, actividad sindrgica o bien para evaluar compuestos con
actividad antimutagénica.

La N-nitroso-dimetilamina {(CH3)2 NNO ] o8 un compueaesto
alquilante que requiere activacién metabdlica (promutAgeno) y es un
carcindgeno potente. Induce tumcores en diferentes partes del
organismo segun sea la ruta de administracidén. E€En las células
germinales de Drosophila melanogaster indujo genes letales
receaivos ligados al sexo y perdida cromosémica (Vvogel y Natarajan
1979a y b). En SMART, tanto en los ojos como en las alas, induce
todos los tipos de manchas a concentraciones gue van desde 0.5 a S0
mM (Delgado 1990: Ordaz 1991; Garcia et al, 1991).

La prueba de mutacidén y recombinacién somaticas de Drosophila
melanogaster: ha demostrado ser un buen modelo de prueba en la
evaluacidén de agentes con potencial genotdxico, por ejemplo,
metales pesados y compuestos organicos (Abundisa 1996; Ramos 1994;
Maldonado 1994), ademas de la interaccidn entre diferontes
compuestos © mezclas (Orozco 1993; Gaytédn 199)3) y la actividad
genotdéxica © protectora de algunas plantas medicinales o sus
derivados (Garcia et al, 1991; Mufioz 1994, Martinez et al, 1996).

En este trabajo se realizaron pruebas de genotoxicidad
relacionadas c<con la evaluacidn de sustancias quimicas derivadas de
plantas con actividades farmacoldgicas importantes, y gque pueden
tener aplicacién en sistemas terapéuticos en seres humanos. Loa
efectos favorables del uso de la planta Guatteria gaumeri, su
principio activo, a-asarona, y los derivados sintéticos de esta
dltima determinaron el planteamiento de los objetivos de este

trabajo.
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OBJETIVOS

Oobjetivo gen:

Determinar el potencial genotéxlco de la a-asarona y cinco

compuestos andlogos en células somAticas de Drosophila

Oobjetives particulares:

rar la froecuencia de manchas/ala inducida por los

compuestos en cédlulas somdticas de Drosophila.

2. Comparar la frecuencia de recombinacién inducida por los

compuestos en células sométices de Drosophila.

3. Determinar si los compuestos seleccionados tlenen potencial
protector del dafio genético finducido por un mutadgeno de reterencia.

4. Clasificar los compuestos seleccionados con base en su
potencial protector del dafio genético inducido.

5. Determinar el potencial genotdoxico de la corteza de
Guatteria sp. en la prueba de manchas en las alas.
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MATERIALES Y METODOS

Compuestos utilizados

La a-asarona (tranas-1-propenil-2,4,5~trimetoxi-bencenoc) b4
cuatro compuestos andlogos sintéticos fueron proporcionados por el
Joaquin Tamariz de la Escuela Nacional de Clencias Bioldgicas,

Dr.
Los cuatro an&logos son derivados

Inst{tuto Polité&cnico Nacional.
de 4-propenil-1,2-dimetoxibenceno 5-sustituidos y fueron designados

con un numero de acuerdo a la clave de sintesis, varian
estructuralmente on la presencia de sustituyentes ceto e hidroxilo

{(en la cadena) y cloro, nitro y amino (en la posiciédn 5 del anillo

de benceno) (Figura 5).

La p-asarona (cis-l-propenil-2,4,5-trimetoxi-benceno) fue
obtenido de Sigma, St. Luls Mo. (CAS. 5273-86-9].

La N-Nitroso-dimetilamina, (CH,),-NNO (DMN), se obtuvo de Sigma
[CAS. 62-75-9]).

Los compuestos se disolvieron en una mezcla 3:1 de etanol (3%)
Y Tween 80 (1.5%), y los tratamientos de 48 h se dieron en medio
instanténeoc para Drosophila (Caroclina Bioclogical Supply).

Lineas de Drosophils
Los cultivos se mantuvieron a 25°C, 60% de humedad relativa y

en medio de cultivo elaborado a base de: agua (82.56%), carragenina
(0.99%), azicar (4.62%), harina de maiz (6.94%), levadura (4.36%),

dcido propidnico (0.26%) y nipagin (0.26%) (Ramos et al, 1993).
Se utilizaron lineas de Drosophila melanogaster para la cruza
estandar: hembras virgenes flr’'/TM3,Ser y machos mwh/mwh. De esta
cruza se obtienen larvas transheterécigas para los marcadores de
los tricomas (+ flx/mwh +) {(libres de inversidn) Y larvas
portadoras del cromosoma balanceador (TM3,Ser/mwh +), éstas iltimas

se reconocen en el estado adulto por la expresidn del gen Ser.
Debido a gque en SMART exilste una clara correlacidén entre el
tiempo de induccidén y frecuencia, asi como el tamaifio de las manchas
sencillas, en este trabajo se emplearon larvas de 72 : 4 h de edad,
¥a que en ellas se inducen manchas de tamaiic y proporciédn adecuados
para realizar el andlisis de los compuestos a probar (Graf 1995).
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Protocolo 72 x 48 h.

Para evaluar la genotoxicidad de los compuestos se utilizaron
larvas do 72 2 4 h de edad, las cuales se recuperaron del medio de
cultivo por el método deo Nidtinger (1970), que conslsate en hacer
flotar a las larvas en una solucién concentrada de sacarosa, la que
entonces me coloca en un embudo de separacidédn.

Las larvas se colocaron por grupos de 50 - 150 en tubos
homeopéAticos que contenjan 1 g de medio instantdneo para Drosophila
{(Carclina Biological Supply) y 5 ml de solucidén de cada uno de los
compuestos a probar. En estos tubos se dejéd que los organismos
completaran su desarrollo para una exposicién total de 48 h (Figura
6a) .

Las concentraciones usadas fueron las sigulentes:

En el ensayo preliminar de a-asarona se probaron las
concentraciones de 125, 250, 500 y 1,000 ppm=.

Posteriormente la a-asarona y los cuatro andlogos se probaron
& las concentraciones de 30, 75, 100, 125 y 150 ppm.

Por otra parte se realizaron experimentos con el isémero P-
asarona (el cual ha sido reportado previamente como un carcindgeno
potencial) para comparar su genotoxicidad con la de l1os compuestos
an&logos. La P-asarona s administrd a concentraciones de 18.5,
46.25, 92.5, 185 y 370 ppm.

Slendo la a-asarona @l principlo activo de l1la corteza del
yumel (Guatteria gaumeri) también se hicieron experimentos con una
infusién acuosa (1 g de corteza en 50 ml de agua), al 100 y 50% de
la planta Guatteria sp. para probar su actividad.

Para cada seorie experimental se corrieron los lotes testigos
de etanol + Tween 80, y agua destilada en el caso de las
infusiones.

Protocolo 72 x 6 x 48 h.

Dados los antecedentes farmacolédgicos de la a-asarona y sus
efectos relacionados con algunos procesos metabdlicos, como la
inhibicién de =mintesis de lipidos y proteinas, se realizaron
ensayos para determinar =i los P tos probad interferian con
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@l dafdo inducido por el agente alquilante indirecto (que requiore
activacién metabdlica) N-Nitroso-dimetilamina (DMN)}.

Larvas de 72 = 4 h de edad se expusieron de forma aguda (6
a DMN (925 ppm) colocdédndolas en tubos homeopdticos que tenian
extremo cubierto por una gasa de nylon y el otro por un tapén
poliuretanc, los cuales se pusieron en contacto con el mutdégeno
referencia. Después las larvas se enjuagaron en agua corriente y
transfirieron a tubos qgque contenian medio instanté&neo (Carolina) y
5 ml de solucidén con a-asarcna o los compuestos andlogos (50 y 100

en los Qque permanecieron hasta completar su desarrollc (48 h,
de esta manera la exposicién total fue de

h)
un
de
de
ne

Pp®™)
tratamiento subcrdnico),

6 x 48 h (Figura 6b).
Con la corteza de Guatteria se llevd al cabo el mismo

procedimiento, utilizando en ste caso las infusiones preparadas

como se menciond anteriormente.

.)'-OTOCOI‘)'A.AGG!NOTO!H“DAD'7!l‘.L

-lasves de 72 : 4 h dcedad b igas parn ipd det als, exp
48 h alos
F —+ + + + 4
o 2e - 7 120 240 v
buevo trat. subcrénico aduhto

») PROTOCOLO PARA INTERACCION: 72 x 6 2 48 b
hn-ﬁdg-;dh?Zx Chdludnlenmau:enﬁxmnu

i
i

- Larvas
de referencis (DMN). Yy se 48 h
[
DMNG
) 2o P
huevo trm. subcrdnico adulto
Pigura 6. Protocolos utiligsados en SHART.
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Fijacién y elaboracion de preparaciones

Las moscas adultas que emergieron de los tratamientos fueron

separadas do acuerdo a su fenotipo, libros de invermiédn (alas

silvestres) y portadoras del cromosoma balanceador (alas Serrata).
Las moscas se fljaron en etanol al 70%.
cuerpe de

Las alas se disectaron del
las moscas con pinzas de relojero y se colocaron por
pares en portaobjetos con solucidén Fauré (30 g de goma ar&biga., 20
ml de glicerol, 50 gr de hidrato de cloral y 50 ml de agua) para su
anAlisis posterior al microscopio compuesto a 40x (Graf et al,
1984; Gaytén, 1993). Las manchas mwh o flr’ sme clasifican en tres
categorias: chicas sencillas (de 1 & 2 células), grandes sencillas
(mas de 2 células) y gemalas (manchas que muestran la presencia de
los dos marcadores en células adyacentes (Graf et al, 1984).

Anélisis estadistico
Para cada experimento se realizaron al menos dos repeticiones,
¥ el anAlisis del efecto se hizo sobre 680 - 120

alas por
tratamiento. E1l procesamiento de los datos

Y el analisis
eastadistico se realizd empleando el programa de cémputo SMART (Frei
v wWirgler, 1988, no publicado) basado en la prueba no paramétrica
de X! y con un valor de P = 0.05

Mediante este programa se determina si la frecuencia de
manchas sencillas y gemelas obtenidas posterior a los tratamientos,
se incrementa cuando se compara con los testigos correspondientes
(Frei y Wirgler, 1988). La comparacién de las frecuencias obtenidas
se basa en la confrontacién de dos hipotesis:

1) Ho, la frecuencia de mutacién (fe) (inducida + espontéanea)
no es mayor que la frecuencia de mutaclién del grupo testigo (fc),
fe = fc.

2) Ha, la frecuencia experimental es igual a m veces la
frecuencia testigo (fc), donde m es el factor de multiplicaciéon
para las frecuencias experimentales de los diferentes tipos de
manchas. Para manchas sencillas chicas y totales m=
sencillas grandes y gemelas m= 5,
frecuentes que las primera

2 y para
Ya que &émtas son mucho menos
s @ = m x fc.
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Este andlisis permite decidir si la frecuencia de manchas

inducidas en los tratamientos tienen un diagnéstico positivo, débil
positivo, negativo o indeterminado para eventos de mutaclién y/o
recombinacién de los compuestos (Frel y Wiirgler, 1988).

Por otra parte se utilizé la prueba no paramétrica de

comparaciones mialtiples (U de mann-Whitney-wilcoxon) para la

sobredispersién en el numero de manchas por mosca y el numero de
La prueba de U aplicada a la dispersién

células por clon, a= 0.05.
sobre 1a

poblacional contribuye a la toma de decisiones
genotoxicidad de los compuestos evaluados en SMART (Freli y wirgler,

1995; Ramos et al, 1996, Zar, 1983).
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RESULTADOS

Para cada compuesto © combinacidén se muestran primero los
resultados en cuantc al nimero de manchas por a , POBteriormente
we analiza la distribucién de las manchas por su tamafio y
finelmente la distribuciédn del nimerc de manchas por WMosca.

e-Asarona. Para determinar las concentraciones queae se emplearon en
este trabajo, se realizdé unae prueda preliminar con a-asarona y el
bicensayoc a las concentraciones de 125, 250, 500 y 1,000 ppm (Tabla
111 y Figura 7a). La a-asarona findujo msanchas simples chicas (P <
0.03) en la concentracién de 125 ppm y a concentraciones mas altas
resultd toéxica, reflejado estco en unNa WMenor recupersacison de
organismos adultos, aunque no hubo genotoxicidad aparente a e -
concentraciones. Al analizar la distribucién de las msanchas por el
nimerco de células que las forsan se encontraron manchas de mayor
tamafio & partir de 125 ppm, adeads de gque la distribucién tipica se

moditficd Q no de a significativa (P > 0.05) (PFPig. 7b).
Con P to al T o de h por no se® observéd un patrén
sensiblemente diferente sl del testigo correspondiente (Figura 7c).

Con base en los resultados anterjiores se eligiexon

concentraciones mas bajas para probar a la a- rona y sus
anélogos, siendo ésta sc, 7%, 100, 125 y 150 ppm. Los datos
obtenidos MOStraron que la ac-asarcona indujo manchas grandes a 100
PP® (P < 0.05) (Tabla IV y Fig. 8Sa). El tamafic de las manchas
obtenidas fue mayor al de las del lote testigo a partir de S0 ppms
aungue esta diferencia no fue significativa (Fig. 8b). El andlisis
mediante la U de Mann-wWithney mostrd diferencias significativas en
la distribucién del ¥ o de h por entre el
tratamiento con 125 ppm y los tratamientos con 75 y 100 ppm, sin
embargo, ninguno de los tratamientos fue diferente con respecto al
lote testigo. En el resto de las comparaciones no hubo diferencias
con respecto al lote testigo (Fig. 0c).

El tratamiento previo con 50 y 100 ppa de la a-asarona no
modificéd la fr ia de h. s @1 G o de células por sancha
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ni el numerc de manchas por mosca inducidas por el agente
alquilante N-Mitroso-dimetilamina (Tabla V y Figura 9a-c).

Compuesto 2. En loms tratamientos con el compuesto 2, no se
incrementd b § frecuencia de manchas a ninguna de las
concentracliones probadas (Tabla VI 'y Figura 10a), sin embargo el
tamafio de las manchas obtenidas fue ligeramente mayor en las series
experimentales (Figura 10b), aunque sin alcanzar un efecto
significativo. En relacidén con el nimero de manchas por moOsSca nNo s
observaron diferencias entre las seriles experimentales y sl testigo
correspondiente (Figure 10c).

Al igual gque sn @l tratamiento anterior, el tratamjiento previo
con 50 y 100 ppa no modificSd la genotoxicidad de la DMN (Tabla VII
y Pigura 1lla-c).

Compuesto 6. En todas las series experimentales de este cCompuesto
la frecuencia de manchas totas s fue mayor al del lote testigo
{Tabla VIII y Figura 12a), sin embargo, s6lo resultd significativo
pera manchas grandes a 125 ppm. La distribucién del nimero de
células por mancha indicé que en todas las concentraciones se
obtuvieron manchas mayores al testigo (Figura 12b)., aunque sdlo se
encontraron diferencias significativas entre la distribucién de la
serie tratada con 50 ppm y el testigo. También se observaron mAs
manchas por sca que en el testigo (excepto a 125 ppm), aunque
nNuevamente el efecto nNo fue significativo (Figura 1l2c).

I.&8 moscas tratadas previamente con 50 y 100 ppm mostraron una
frecuencia de manchas similar a la inducida por la DMN, asi como
una distribucion semejante del nimero de células por mancha (Tabla
V y Figura 13a y b): sin embargo, la distribucién del nimero de

por mostré una mayor proporcién de organismos con
P arias sobre sus alas en las moscas tratadas
previ ® con el -mp to 6, en comparacidén con las que sdlo se

trataron con la DMN (Figura 13c), sin embargo la diferencia no
alcanzS a ser significativa.
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Compuesto 7. Los tratamientos con el compuesto 7 no incrementaron

la frecuencia de manchas a ninguna de las concentracjiones probadas
(Tabla IX y Figura 1l4a). La distribucién del numero de células por
mancha fue ligoeramente diferento en las series tratadas (P > 0.05)
{Figura 14b). El1 numero de manchas por mosca fue similar en lans
meries experimentales y el testigo correspondiente (Figura l4c) .
La previa exposiclién al compuesto 7 incrementd ligeramente
pPero en relacldn con la concentracién la frecuencia de manchas por
mosca inducida por la DMN (Tabla VII y Figura 15a), pero no alterd
la distribucién del numero de células por mancha (Figura 13b). E)
t.rn:--l.n:o previo con 100 ppm modificsd la distribuciédn del namero
de por con r peacto al tra
testigo positivo (P < 0.05),
POor organismo (Figura 1Sc).

miento con 50 ppm y el
obteniéndose en general més manchas

Compuesto 11. E1 compuesto 11 no incr S & ni
concentraciones probad l1a fr
(Tabla X y Figura 16a), sin embargo,
tamafio en las moscCas trat
encontréndose diferencia

g de las
ia de del lote testigo
se® obtuvieron manchas de mayor
as con 50, 75 y 100 ppm (Figuras 16b),

significativas entrea la series
experimentales correspondientes a 75 y 125 ppm. La distribuciédn del

nimero de manchas por mosca fue similar a la del testigo (Figura
16c) .

La exposiciédn previa a este compuesto no modificd la
genotoxicldad de la DMN (Tabla VIl y Figura 17a-c).

P-Asarona. La f-asarona mostrd una clara actividad en la induccidn
de todos los tipos de manchas: chicas y grandes a 185 y 370 ppm,
gJemelas a 185 ppm y totales a 46.25, 185 y 370 ppm (Tabla XI y
Figura 16a). A su vez, el andlisis de manchas por mosca y el de
células por clon indican diferencias significativas entre las
concentraciones probadas, principalmente con las concentraciones de
183 y 370 ppm (Figuras 16b y c).
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Quatteria sp. En el caso de las infusiones de Guatteria sp., los
resultados fueron significativos para manchas chicas (infusién al
100%), grandes (50%) y totales para ambas (Tabla XI1I y Figura 19a).
La prueba de U fue significativa en la scbredispersidén de células
por clon para la dilucién al -S0% (Figura 19b). No se observd
alteracién en el numero de manchas por mosca (Figura 19c).

En el andlisis de la interaccién de las {infusjiones de
Guatteria con el agente alquilante N-Nitroso-dimetilamina, 1la
infusidén a 1008 modificd la distribucién del numero de células por
mancha (Tabla XI1@ y Figura 20a-c).
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Tabla II1. Frecuencia de manchas inducidas per a-asarona en las alas de Drosophila

melanogaster. Exposicidn: 72 x 48 hs. Experimentes preliminares.

Sanches Nanchee faaches Noachas Cliclos de Prec. de

Conc, | Bo. omcilles J§ oacilles mnles totsles divieia | formacion de
[ chicas grandee Clonss | ocelular | clones x 10

(o] ] ales a=1 as$ a=3 ae2 [~ pramdio

%o, {fr) Wo. (fr) fo. (fr) Be. (tr) Gbe. -test.
Test. | 80 |20 (0.25) | 9 (0.31) | O (0.00) |29 {0.36) 2 .69 |13
125 80 |34 (0.43) | 4 (0.08) 0 (0.00) {230 (0.47) n 181 |19 0.6
250 9 | (0.39) 4 {0.08) 1 (0.01) |33 {0.42) 10 1.67 |18 0.2
500 80 |21 (0.29) 8 {0.10) 1 {0.03) |33 (0.4} n 2.06 1.6 0.3
1000 76 |29 (0.38) 7 10.09) 2 (0.03) |38 (0.50) n 1.9 20 0.7

Andlisle estadiotico de acuerdo a Prel y Wirgler (1988).

Test. = Ktanol + Tween B0 {311) 4.58,
¢ = positivo, - = neqativo, | « indeterminado.
Niveles de probabilidad: a « p = 0.08.
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Tabla IV, Frecuencis de manchas inducidas per s-asarean on 1as alas de Drosophila
selanogaster. Sxposicién: 72 x 48 ha.

anchas Weachae Wachas Techee Ciclos do frac, ds
. § smcilise § secilise yle el tinigite § tormacite de
chices qranten Cloass § celular § clowes x 20°*
alae as] asr} v 'LR} - pronndio
. (e} o, {fo) . {fr} . (tr) e, -taet.
120 126 {011} 3 {0.01) 7 {0.02) 2% {0.24) B 1.52 1.0 \

\32 {0.20) \ 1 {0.04) 2 {0.02) {9 {0.32)

X m \22 {0.19) l 1(0.01) \l {0.08) ‘21 {e.23} \

13 {01} 6 {0.08) (0.0 \11 0.1

\ 120 \:n {0.23) kuo.m-X: (.00 La 0.2 \
\ Ln {011} \uo.ou \x 10,01} \25 10.24 \

9€

Andlieis entadistico de acusrdo a Prei y Wirglar {1988),
Teat. » Ktanol ¢ Tvean 80 (311} 45N,

* « positivo, ~ « negative, | = indsterminado,

Niveles de probabilidads o » § « 0,08,
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Tabla V. Frecuencis de manchas inducidas por DN (925 pps) ante alquenil bencenos (a-
asarona y compuesto §) en las alas de Drosophila. Bxposicidn: 72 x § x 48 hs.

Naaches Neachas Noachas Manchas Clcloo do | Frec. de

Coac. § Wo. sencillas | sencilles qemlas totales divieién | formscitn de

& chices srontne Clonss ] coluler || closse x 107
{rem) | ales a2 a=$ ans [ LF] ad | prossdlo

{tr) {tr) {tr) {te) abe.  -test.

Test. | 2] 16,76} (0,94 {10.40) 940 IR E TN
a-asarona.
S0 100 | (3.03) {6.88) {1.24) (11.18) L1} 4 u.8 0.4
100 126 | {3.13) 16.59) {0.89) {10.60) 1086 48 | 0.1
Oanguesto 6.
50 14 | (2.89) (1.14) (1.09) (11.12) 981 3156|353 0.9
100 110 | {2.7%) {6.80) {1.19) (10.75) 885 3.64 no ~1.4

8c

Anbiiois estad{etico de acuerdo & Frei y Wirgler (1980).
Test. = Sacarosa 56,

* = positivo, - = negativo, i » indeterminado,

Niveles de probabilidad: a = p = 0.05.
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Tabla VI, Frecuencia de manchas inducidas por el cespuesto 2 en las alas de Drosophila
melanogaster. Exposicion: 72 x 48 hs.

Neachas Weachas Taachas Hanchas Ciclos de Frec. do
Coac. o, ssacillas osacilles oumise totales divleitn | formacitn de
L] chicas Grantes Closss | celular [ clones 5 107

{pa)] [ slas ae? a=s nes 8=2 h praasdio
: %o, {fr) mo. {fr) . {fr) ™. {fc) Gbe.  -test.
i
i Test. 98 23 (0.23) | 2 (0.02) | O 0.00) |28 (0.26) 2% 164 |10

50 1use a1 (0.23) 2 (0,02} 1 {0.02) 31 {0.26) n L 1.1 0.0
{
|
i 120 |29 (0.24) 4 (0.0) 0 (0,00} |33 (0.28) 0 181} 1.1 0.1
100 120 [22 (0.18) | 4¢0.03) | o (0.00) |26 (0.22) 26 1.7 |09 -0.2
125 120 |31 (0.26) | 1qo.01) | 2 (0.02) |34 (0.28) 3] 14 {1 0.3
i

150 120 125 (0.21) 3 {0.03} 2 (0.02) 30 {0.28) 29 1.76 1.0 ~0.1

Andlisis estadistico de scuerdo a Prel y Wirgler (1908).
Test. = Ktanol ¢ Tween B0 (J:11) 4,58,

¢ » positivo, ~ = neqativo, i = i{ndetersinado.

Niveles de probabilidad: o = p = 0.05.
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Tabla VII, Frecuencia de manchas inducidss por DM (925 ppm) ante alquenil bencenos
(compuestos 2, 7 y 11) en las alas de Drosophila. Exposicién: 72 x 6 x 48 hs.

Fanchas Yanchas Nanchas Taschss Ciclos da Froc. de
Coac. § Wo. ssncilles | sencillas qumsles totales dlvisién § formacifo de
do chicas qgrasdes Clones | celular | clones x 107
ippm) alas aw2 sas ass a=? -h prossdic
(fr) {fr) {tc) {tr) Obs.  -test.
Test. 144 ] (2.08) (4.41) 10,52} { 1.01) 811 e Jaa l
Compuesto 2.
0 104 | {1.78) (4.33) 10.54) { 6.64) 531 158 |09 | -7
100 92 }(2.1%) 14.78) {0.39) { 1.3} S45 1.5 P %] 0.6
Compussto 7.
50 88 | {1.84) {5.49) 10.68) { 8.01) 513 un w2 0.5
100 9% {211 15.50 {0.76) [ 8.43) 607 .65 268 2.8
Coapussto 11,
S0 82 1.96 5.37 0.62 1.9 485 3.6 2463 ] 0.6
100 108 .04 4.4 0.717 7.4 585 R Y 2.2 {18

Andlisin estadfetico de acuerdo a Frei y Wirgler (1988),

Test. = Sacaross 5\,

* = positivo, - = nagativo, L » Indeterminado, 3
Niveles de probabliidad: a = § = 0.05. :
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Tabla VIII. Frecuencia de manchas inducidas por el compuesto § en las alas de Drosophila ‘
melanogaster. Exposicién: 72 x 48 hs.

Maachas Manchas Raschae Neaches Clclos de |  Proc. de
Conc. o, oseacillas sencillas qumslas totales divislén | formacién de
de chicas grandes Closss § celular | clones x 10
[ppm] § alas a=1 [ a=h a2 b promedio 3
%o, {fr) %o, {fr} ho. {fr} Mo, (fr) e,  -test. !
teat, | 18|20 (017 | 100y | 2 (0.02) [21{0.19) 2 L0 o8
50 120 j27 (0.22) 4 {0.03) 4 (0.03) 35 {0.29) 3% 1.9 1.2 0.4
5 120 |19 (0.16) & (0.05) 3 {0.03) 28 {0.23) 28 2.2% 1.0 0.2 :
100 120 |32 (0.21) | 4 (0.09 1 (0.0 |37 (0.3 3 .89 1.2 0.4 H
125 120 128 {0.23) 7 (C.06)° 2 {0.02) 37 (0.31) N 1.88 1.2 0.4 N
150 120 {25 (0.21) 4 {0.03) 3 (0.03} |32 (0.27) i 1.9 11 0.3

Anilisls estad{stico de acuerdo a Frel y Wirgler {1528).
Test, = Etanol + Tween 80 (J:1) 4.8,

* = positivo, - = negatlvo, 1 = indeterainado,

Niveles de probabilidad: a = § = 0.05.
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Tabla IX. Frecuencia de manchas inducidas por el compuesto 7 en las alas de Drosophila
melanogaster. Exposicion: 72 x 48 hs,

i" Manchas Manchas Manchas Kanchas Ciclos de Prec. de
Cooc., Ro. sencillas senclillas quaeles totales divislén | formaclén de
de chicas grandes Clones | celular | clones x 107
-: (ppm] § alas a=2 a=$ [EX} as? [ ] proaedio

; wo. (tr) w. (fr} [ m. (fr) %o, {fr) Obe,  -test.
Test. 120 |26 (0.22) 4 (0.03} 1 (0,01} |31 {0.26) b} 1.97 1.1

50 120 |20 (0.1 | 4 (0.03) | 2 (0.02) |26 (0.22) 26 2,19 |09 -0.2
i 120 120 (0.17) 3 {0.03} 0 (0.00) |23 (0.19} ) 1.96 0.8 -0.3
] 100 120 27 (0.22) | 9 (0.08) | 0 (0.00) 36 (0.30) 13 225 |12 0.2
: 125 120 {23 (0.19) | 2 (0.02) | 0 (0.00) |25 {0.21) 25 1.60 0.9 -0.2
; 150 120 |28 (0.23) | 4(0.03) | O (0.00) |32 (0.27) 32 L& {11 0.0
H

Anflisis estadietico de acuerdo a Frei y Wirgler (1988).
Test. = Etanol + Tween B0 {J:1} 4.5%,

¢ = positivo, - = neqativo, i = {ndeterminado.

Niveles de probablildad: a = f = 0.05.
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Tabla X. Frecusncia de manchas inducidas por el compuesto 11 en las alas de Drosophila
nelanogaster. Exposicidn: 72 x 48 hs.

Nanchas Manches Nanches Naachas Cicloa de Frec. de
Conc. | No. seaclllas | sencilles quslae totales division § formecitn de
do chices grandes clonss | celular | clones x 10°
{pem] | alas a1l a=$ a=5 a2 b prassdio
mo. (fr) Wo. (fr) %, {fr) Wo. (fe} Obe. -test.
Test, 120121 {0.17) 4 (0,03} 2 (0.02) |27 {0.22) 26 2.00 0.9
v 50 120 j20 (0.17) 2 (0.02) 3 (0,03} 25 {0.21) 25 2.0 0.9 0.0
% 120 |24 (0.20) 4 (0.0)) 3 {0.0)) 31 {0.26) k) 2,42 Ll 0.2
100 120 |23 (0.19) 2 (0.02) 4 {0.03) |29 (0.4) 26 1.96 0.9 0.0
125 120 |28 (0.23) 1 {0.01) 1 (0,01} 1o {0.25) 30 1.5 1.0 0.1
; 150 120 |27 {0.22) 3 {0.03) 2 (0.02) |32 (0.21) k] 1,78 1.1 0.2

Anflisle estadistico de acuerdo a Prei y Wirgler (1988).
; Test, = Etanol + Tween 80 (J:11) 4.5V,

¢ = positivo, - = neqativo, | = indeterminado.

Rivelea de probabllidad: o = ) = 0,08,
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Tabla XI. Frecuencia de manchas inducidas por P-asarona en las alas de Drosophila

melanogaster. Exposicién: 72 x 48 hs. )
Wanchas Yanchas Yanchas anchas Clclos de ] Frec, de
Conc, § No. | eeacilles | weacillas guasies torales divieitn | formecitn de
de chicas grandes Clonss | celulsr | clones » 107
[ppm] | alas a2 [ TN [ X0 ] a2 nh peomdio
M. (fr) | Wo. (fr) | ®o. (tr) | wo. (tr) Obe. -test.
Test. 80 123 {0.29} 4. {0.05) 0 (0.00) )27 {0.34) 26 1.58 1
18.5 78 |28 (0.36) 3 {0.04) 1 (0.01) 2 {0.41) in 1.52 1.6 0.3
46.25 | 80 135 (0.44) | 8(0.10) | I (0.01} |4 (0.58)¢ I .00 2.2 0.8
92.5 80 {23 (0.29) |11 ¢o.34pt | 2 (0.03) 136 0.48) 35 240 1.8 0.5
185 80 |52 (0.65)0 |15 (0.19)* |10 (0.12)* | 17 (0.96)e 1 .0 19 2.6
0 80 137 (0.46)0 )34 (0.43)0 § 2 (0.03) |7 {0.90) 0 .57 3.6 2]

Anklleis estadistico de acuerde a Prei y Wirgler {1968),
Teat. = Etanol ¢+ Tween 80 {1:1) 4.5V,
¢ = positivo, - = negativo, { = indeterninado,
Niveles de probabilidad: a = p = 0,0,

¥
L
:
1
i
i
;
i
]
i
:
{




s me e

1 £

basarena [ppm)

e (s (uas [oas [Jns [Jom

») Frecuencia de manchas
») Células/manche
¢) Manchas/morco

Figura 18 Resultades oblenides con
b-asarens. Tratamiente: T2x 480,

.) e

e&el

menchas/els
4
=

g2

RTXXTXI
edlslenmenchs

(3] 1
\ ‘.l, f

B s

: 78787 7 7

1 Veme



Tabla XII. Frecuencia de manchas inducidas por la infusfén de Guatteria sp.

en las alas
de Drosophila selanogaster. Exposicién: 72 x 48 hs.

Wanchas Waaches Naachas Waachas Ciclos de | Frec. de
Coac, o, sencillas | eeecillaa gesslas totsles divieiéa § formecln de

d chicas grandes Closss | celular § clones £ 107

LY ale a2 [ LR ax$ ae? [} promsdio

%o, {fr) %o. {fr) %. (fr) . {fr) Obe. -teet,
Test. 80 {14 (0.17) 1 (0,01} 210,00y {17 (0,21} 1 194 |09
50 80 {19 (0.2¢4) |10 (0.12) 1 {0.01) {30 {0.37)* 28 2.54 1.4 0.6
100 60 |26 (0.32)% | 6 {0.08) 1 (0.01) 33 (0.41)e 2 1.84 1.6 0.8

Anéllsls estadistico de acuerdo a Prei y Wirgler {1988},
Test., = Agua destilada.

* = positivo, - = negativo, | = indeterminado.

Niveles de probabilidad: u = § = 0.05.
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Tabla XIII. Frecuencis de manchas inducidas por DIN (925 ppm), ante la infusidn de
Guatteria sp. en las slas de Drosophila melanogaster. Bxposicién: 72 x 6 x 48 hs.

Nanchas Nanchas Waaches Waachae Ciclos de frec. de
Counc. § Mo, sencilles | eeacilles qumlas totales divisiés | formacita de
de chicas grandes Closss | celular | clooes x 107
(Y] ales =2 [ LR [ LR} e ] peamdio
(te) (te) (tr) (te) Obe. -test.
Test. 62 ] {2.19) {6.34) {0.55} {9.08) wm 1.64 6.0
50 80 | (2.86) 16,60} {0.84) (10.30) (1} R3] na 1.2
100 16 | (2.63) (1.43) 10.86) (10.92) 642 163 |31 8.7

Ankiieis estadistico de acusrdo a Frei y Wirgler {1988).
Test, = Sacarosa 5W.

¢ = positivo, - = negativo, i s indetermlinado.

Niveles de probabilidad: a = = 0.05.
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DISCUSION

En toxicologia genética es prioritarioc establecer sl los
compuestos quimicos de interés pueden clasificarse como mutiagenos
o carcindgenos © bien si al ser biotransformados en el organismo
adquieren la actividad (promutdgenos y procarcindégenos). E1 avance
en este aspecto facllita establecer ademas, las condiclones en las
que @l uso de los compuestos implica el menor peligro posible, do
manera que el efecto detectable de su actividad genotéxica resulte
nulo o al menos significativamente inferior a un nivel de efecto
minimo predefinido.

En estudios farmacoldgicos y de genotoxicidad, los isédmeros de
a rona (a y B) producen afectos simjlares, sin embargo, el isdmero
cis (p-asarona) ha mostrado una mayor actividad en la induccidén de
dafto en @1 DNA. POr otra parte no se ha reportado gue este isdmero
tenga también efecto hipocolesterolemiante como lo ha demostrado la
rona en algunos organismos. Se ha observado gque con frecuencia
los isOémeros cis son més activos que los trans, por ejemplo, el
cis-platino (Gianni 1987).

LOoSs resultados obtenidos en este trabajo concuerdan con lo

reportado para Jla Pf-asarona, Que ha mostrado tener actividad
mutagénica y carcinogénica en algunos bioensayos, y también produjo
efectos positivos evidentes en la induccién de manchas mosaico
sobre las alas de Drosophila melanogaster, a diferencia de la a-
asarona y los otros analogos; da éstos sdlo dos compuestos (a-
asarona v el compuesto 6) resultaron positivos para una
concentracidén y un tipo de manchas.

La a-asarona y sus analogos pueden no interferir directamente
con el DNA para provocar dafio observable como manchas mosaico en
Drosophila, sin embargo, podrian participar en otros procesos
celulares debido a los efectos farmacoldégicos demostrados en otros
organismos, como la i{nhibicidén de la sintesis de proteinas. Por
otra parte, estos compuestos pueden participar en vias metabdlicas
de activacién o desintoxicacidén cuyo resultado no se manifieste
como daflo genotédxico en el nivel esperado.
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mostrado que las
fnvolucradas en la
electréfilos

En tejidos de roedores se ha
citosdlicas estan

procarcinégenos b4 drogas en
reactivos. Algunas de estas enzimas (las fenol sulfotransferasas)
estén implicadas en la aulfatacién y/o bioactivacién de
alquenilbencenosa Y N-hidroxiarilaminaa. Los aestuaios de
purificacién de sulfotranaferasas de higado de rata han indicado
que las fenol Bul fotransferasas son capaces de suirfatar
procarcindgenos in vitro. La purificacidén de fenol
sulfotransferasas de rata ha identificado diferentes formas, pero
s6lo algunas parecen estar involucradas en la biocactivaciédn de
procarcindgenos (Faiany y Wilborn, 1994) . Sin embargo, los
alquenilbencenos Ccls Y trans-asarona mostraron L1t actividad
hepatocarcinogénica en roedores, y estas actividades no fueron
inhibidas por la administracién previa de pentaclorofenol, un
inhibidor de sulfotransferasas (Wiseman eot al, 1987). Efectos
similares fueron reportados por Hasheminejad y Caldwell en 1994.

Los resultados obtenidos en Drosophila podrian ser explicados de
compuestos no siguen una bicactivacidén
o bien, qQue exista una activacidédn
(fp-asarona),

sulfotranasferasas
biocactivacidén de

diferente manera: los
similar por sulfotransferasas;

preferencial por alquenilbencenos con estructura cis-
(a-asarona y anialogos) no

de tal manera qQue los andlogos trans-
que la

sean activados y sigan alguna otra ruta de desintoxicacidén;
incorporacién (directa o por activacidn) y eliminacidén favorecen a
esta uUltima de manera que no alcanza a acumularse suficiente
compuaesto reactivo para producir efectos detectables.

al (1987), en estudios de carcinogénesis en

Wiseman et
directas, la

roedores propusieron que aungque faltan evidencias
epoxidaciédn del doble enlace propenilico es la ruta mds viable de

activacion de las asagronas in vivo, y que eon otros alquenil

bencenos la activacion es por hidroxflacién de la cadena lateral
y/0 sulfatacion resultando en derivados 1‘'hidroxi{ o sulfato. Los

autores propusieron que este tipo de compuestos siguen una
bioactivacidon con la participaciédn del citocromo P-450.
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Hasheminejad y Caldwell (1994) enstudiaron el mecanismo de
genotoxicidad de las asaronas en hepatocitos para elucidar el papel
del citocromo P-450 y obtener mas informacidn acerca de la relacién
entre la estructura, maetabol ismo Y genotoxlcidad de los
alquenilbencenos. Ellos observaron que la genotoxicidad de las
asaronas as anulada por el innibidor de citocromo P-450,
cimetidina. El principal metabolito de las asaronas en hepatoclitos
fue identificado como acido 2,4,5-trimetoxicinamico, peroc este no
fue genotdSxico cuando se probé separadamonte. Puede ser qQue el
paquete enzimatico de citocromo P-450 en Drosophila, promueva la
répida desintoxicacidén de la a-asarona y sus andlogos trans, lo gue
reduciria la posibilidad de acumulacién de metabolitos genotédéxicos.

Los efectos de otros alquenilbencenos han sugerido la
participacién de diferentes vias de activacidn o desintoxicacién.
Un alquenil benceno derivado de la esencia de clavo, (eugenol y
algunos andlogos) producen dafic hepatico en ratones carentes de
glutatidn (GSH) por pretratamjentos con buthionina sulfoximina
(BSO). La comparacién de 1los compuestos probados mostréd que los
regquerimientos estructurales para la potencia tdxica fue un anillo
fendlico teniendo un sustituyente allyl en la posicion-4 (Mizutani

et al, 1991). No se puede descartar la participaciédn de glutatién
en la desintoxicacién de los alquenil bencenos probados en este
trabajo, por 1o mismo, se@ requieren mayores esfuerzos en la

@lucidacién de las interaccliones de este tipo de compuestos en el
metabolismo.

En otros estudios, se ha propuesto que durante el metabolismo
de los alquenil bencenos (incluidos ambos isdmeros de asarona) se
Pproducen iones carbonio gque son mas estables que los iones
producidos por compuestos inactivos; y que la estabilidad relativa
del ion carbonioc parece ser uno de los factores clave en la
genotoxicidad de allylbencenos y propenilbencencs en la sintesis no
programada de DNA (Tsai =t al, 1994).

De acuerdo a lo reportado, resulta evidente que los efectos
genotéxicos de los alquenil bencenos a- y fi~rasarona son producidos
POr sus metabolitos, mas que por los compuestos no modificados, por
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lo anterior resulta necesario determinar la ruta de bioactivacioén
de estos isSmeros.

El mecanismo de accion de los mutdagenos puede ser eolucidado
pPor tratamientos con agentes combinados que exhiben varlios tipos de
interaccién con los agentes mutagénicos. La @leccidn de
modificadoros con efectos especificos en procesos mutagénicos y
recombinogénicos puede dar informacidn Util para la interpretacidn
del mecanismo de accion de qQuimicos mutagénicos en tales
experimentos de interaccién (Ramel y Magnusson, 15992).

Los experimentos realizados para evaluar la interaccién de los
compuestos ante el alquilante indirecto N-Nitrosco-dimetilamina, no
‘'mostraron algun efecto claro, Al parecer, estos compuestos siguen
diferentes vias metabdlicas que no interfieren directamente, por 1o
cual, @l efecto de la DMN aparentemente no es Aalterado. Esto
resulta evidente para los compuestos con conformacidn trans-, no
obstante, seria conveniente probar el isomero cis- en el mismo tipo
de tratamiento para esclarecer sl éste isémero que resultd positivo
individualmente en la induccién de dafio somatico, puede modificar
la genotoxicidad de la DMN.

L.os efectos positivos obtenidos en los tratamientos con la
infusién de Guatteria sp, sugieren la presencia de otros
metabolitos en la corteza de la planta, y aunque no se ha reportado
la presencia de f-asarona en Guatteria gaumeri, es coman Que se
presenten juntos ambos isémeros en la naturaleza. Por otra parte,
infuatones mezclas complejas de metabolitos, puede
de Guatteria sp. en

siendo las
ocurrir que el eofecto de las Anfusjiones
Drosophila, se deba a la interaccidén de los compuestos presenteaes en
la corteza.

Los ensayos de genotoxicidad somdtica de Droscphila estéAn en
principio basados en la obtencién de sectores del cuerpo de la
mosca qQue expresan un fenotipo diferente (clones mutantes) y que
80N recuperados en nimero variable en moscas individuales.

El andlisis de la distribucidén de manchas por mosca, revela
que algunos organismos son particularmente sensibles al efecto de
los xenobiéticos, lo que se ha interpretado a través de diferencias
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organismo, su susceptibilidad, el polimorfismo

en el sexo del
compuesto, entre otras

gendtico, y la ingesta diferencial del
causas. FEl1 empleoc de métodos estadisticos no paramétricos hace
posible la comparacidén cuantitativa de la distribucién de manchas
por a de las poblaciones expuestas y las testigo, bajo la
suposicidn de que la distribucién poblacional del nimero de manchas
pPor mosca se modifica ante factores de presidén (Freli y wirgler,

1995; Ramos et al, 1996).

La aplicacién dn la prueba no paramétrica U de Mann-wWithney-
Wilcoxon en ©l1 andlisis de los resultados obtenidos con la SMART,
de reaspuestas

ha permitido tomar mejores decisiones ante la falta
El

claramente positivas o negativas en la induccidén de manchas.
diagnéstico obtenido medlante el an&lisis propuesto por Frel y
wirgler (19068) y la prueba U coincidid en la mayor parte de los

la segunda prueba

casos, resultando aparentemente mis sensible

(Tabla XIV).

El an&dlisis desarrollado por Frel y Wirgler
efecto global de la induccidn de manchas en la poblaciédn tratada,
por ala se recobraron en las moscas
sin embargo, es

(1988) mide el

es decir, cuédntas manchas
tratadas en comparacion con las moscas testigo,
poco especifica ya que aunque agrupa a las manchas por el fenotipo
de células, sS6lo establece una diferencia por tamaifo: manchas
chicas que son formadas por 1 6 2 células y manchas grandes las
formadas por 3 o mas células lo que implica proliferacidn de la
clona celular posterior al tiempo de ifnduccidén de la alteracicn en

1la informacidn genética de la célula afectada original. La prueba

U me aplicd para comparar dos aspectos: a) la dispersidén en la

distribucién del nimero de células gque forman cada mancha y b) la
dispersién en el nimero de manchas por mosca. Mediante estas
comparaciones es posible determinar modificaciones autiles debidas
a la presencia de posibles genotdxicos, aun antes de que Sse
manifieaten en i(ncrementos en la frecuencia de manchas por ala.
nimero de manchas por mosca muestra
de los genotéxicos sBe manifiestan

Ademas, el andlisis del
claramente que los efectos
inicialmente en el sector mAs sensible de una poblacidon y que la

&3
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Tabla XIV. Resumen del diagnéstico estadistico de acuerxdo a Frei y
Wirgler y la prueba no paramétrica U de Mann-wWhitney-wilcoxon en
SMAR

Frei y Wirgler 519.0) O de Mann-whit
Compuesto Tipo de mancha cele/
mancha
ch Gz CGa T T = k3 ]
a-asarona
50
7Ss
- 2100a
125a
.
-
O DSOe«
.
> 75a N
.
125a
.
. - . - . -
- - - ps -
- * * D100a D10GOa
-*> > De

+ = pomitivo
D = pomitivo ante DMN (92Sppm).
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graccién de organismos afectados se i(ncrementa gradualmente
conforme se intensifica el efecto del genotéxico administrado.
a prueba mostré resultados significativos

En este trabajo,
del i{admerc P-asarona que se manifestaron ©en una frecuencia de
pOor ala mayor en lams series tratadas, recobrdandose manchas

pPor mayor cantidad de células que se recobraron en mayor
nimero en una fraccidén de las moscas tratadas cuando larvas. La
prueba U, sin embargo, aungue mostré sobredispersién en el numero

de manchas por mosca entre lotes en las concentraclones con 75 y
Para el compuesto 6 se obtuvo

100 ppm con respecto a 125 ppwm.
respu ta significativa segin Freil y Wirgler en la frecuencia de
manchas grandes a 135 ppm perc la misma no fue significatliva en la
sin embargo se detectdé sobredispersidn en el nimero de

(SO ppm) del mismo

prueba U,
célules por mancha a una
compuesto. Con respecto a ese mismo tipo de distribucidn,
U indicéd diferencias significativas en los tratamientos de SO a 100
con respecto al lote testigo, y diferencias
125 ppm del compuesto.
concordaron en el

tracidén

la pruebas

pPpm del compuesto 11
entre los lotes tratados con 75 y En el caso

de las infusiones de Guatteria ambas pruebas
diagnéstico para 50 ppm. También en los compuestos 2 y 7 ambas
pruebas concordaron en el diagndédstico negativo. En los tratamientos
con la DMN, la prueba U dio positivo para el compuesto 7 (100 ppm)
con respecto al control y entre lotes (50 y 100 ppm). En los
tratamientos con la DMN e infusiones de Guatteria se modificaron
las distribuciones del nimero de células por mancha y del nimero de

manchas por mosca en las moscas tratadas con 100 ppm de la infusion
previo al tratamiento con la DMN.

Por otra parte, y en relacidén a la actividad hipolipidémica de
a-asarcna y sus analogos, la ausencia de
esteroles disponibles para el metabolismo causa la muerte de las
larvas de Drosophila y que la adicién de dosis subdptimas de
colestercl al medio permite la sobrevivencia de las larvas. En
larvas con diletas deficientes en estercoles lleva en los estados
preimagales a la supresidn tantc de entrecruzamientos espontédneos
e inducidos por alta temperatura en las hembras de Drosophila. Los

se ha reportado que
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autores deo estos experimentos sugirieron dos posibles explicaciones
para la depoendencia de la recombinaciédn en el metabolismc de
esstercles: 1) la escasez deo pPrecurscores de blosintesis de ecdisonas
fue 1la causa de la discordancia de eventos melidticos, 2) la
supresién de entrecruzamiento ocurrid, debido a la alteracién de la
estructura de las membranas celularges

(Kamilovae et al, 1990). Si
esto es clerto,

podria ocurrir que los compuestos anflogos de
asarona intervinioran en procesos de o arrollio, més que en eventos
genotéxicos, y si este tipo de entos interfieren con eventos de ¢
recombinacion, 1a ausenclia de msanchas gqemelas an algunas
concentraciones de los compuestos usados podria en parte ser
deberse a este tipo de interaccion.

Es posible que
esté relacjionado al
nematodos. En

este tipo de actividad a nivel de dJdesarrollo
efecto de las asaronas observado en larvas de
larvas de segundo estadio de Toxocara
registraron dos acciones independientes: la movilidad de
fue répldamente inhibida cuando se incubaron Ccon asarona, pero e
evento fue temporal y reversible. Sin embargo, cuando la movilidad
disminuyd otra vez durante una incubacidn prolongada, la viabilidad
de la larva desapareciod, mostrando Qque wmuriercon & causa del
compuesto (Sugimoto et al, 199S5).

El efecto de los compuestos de
asarona en el desarrcllo de Droscophila podria ser semejante a los
experimentos con deficiencias en colestercl si se expusieran los
organiamos durante todo su ciclo de vida a los compuestos.

La actividad tarmacolégica de los compuestos probados es de
gran importancia para su posible uso en medicina,
requiere conocer mejor su actividad genotéxica.

sin embargo se
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CONCLUSIONES

1.

LOS compuestos Que mostraron actividad genotéxica fueron: a-
asarona, =1 compuesto §, fp-asarona y la infusidén de Guatteria

La Pp-~asarcona fue el Unico compuesto que mostrd actividad
recomplinogénica.

Los compuestos no modificaron la inducci“n de manchas por la
N-Nitroso-dimetilamina seqin el andlisis convencional de Frei
Y Wirgler, aunqQue 1la infusién de la planta incrementd
ligeramente la frecuencia de manchas inducidas por esta
sustancia.

La pPrueba U de Mann-Withney-Wilcoxon logréd discriminar
diferencias significativas en la diastribucidén del namero de
células por mancha para el compuesto 6§, el compuesto 11, PB-
asarona Y Guatteria ap. Esta altima ademis modificd
significativamente la distribucién de célulasm por mancha
inducidas por DMN.

L.a sobredispersién de manchas por mosca fue modificada
significativamente por los isémeros a y B-asarona. Ante DMN,
sélo @]l compuesto 7 y las infusiones de la planta mostraron
diferencias significativas.

El isémero cis (f-asarona) mostrd una mayor actividad respecto
& los compuestos Ccon estructura trans.

El modelo de Drosophila permite discriminar el potencial
genotéxico de diferentes especies quimicas y la interaccidén
entre éstas.
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