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RESUMEN

Cracias a la diversidad de plantas medicinales en nuestro
pais, los antiguos habitantes distribuidos a lo large y ancho
del territorio nacional hicieron uso de los recursos naturales
a su alcance segiin sus necesidades, conocimiento y tecnologia.
Las plantas medicinales han y siguen siendo utilizadas
tradicionalmente por un sector importante de la poblacidén. Su
valor curativo se asocia con la presencia de sustancias
quimicas, llamadas principios activos, muchos de éstos han sido
caracterizados fitoquimica y farmaldégicamente, pero poco se ha
estudiado de la posible interaccién entre el metabolito y el
material genético de los organismos, o de la actividad
genotdxica. La genotoxicidad puede manifestarse por el
incremento en la frecuencia de alteraciones genéticas (efecto
mutagénico); o bien al interferir la genotoxicidad de otro
agente mutagénico (efecto antimutagénico).

En México se conoce con el nombre de "Raiz de jalapa" a
lag rafces de varias especies de Convolvulédceas que desde la
conquista se han empleado en medicina tradicional por contener
en sus raices resinas purgantes. La verdadera "Raiz de Jalapa®
es la Ipomoea purga, comercialmente se utiliza también a otras
especies que se conocen como "falsas jalapas" y que se incluyen
en este complejo.

En este estudio se determind el efecto genotdxico vy
antimutagénico de plantas medicinales del "complejo jalapa" en
ec&lulas somdticas de las alas de Drosophila melanogaster.

Se wutilizaron larvas portadoras de dos warcadores
autosdmicos recesivos, de tal manera que un evento mutacional
en las células de los discos imagales origina un cambio que se
manifiesta fenotipicamente en todas las cé&lulas hijas a partir
de 1a cé&lula madre mutante, constituyendo asi un clon celular
que se expresard en el adulto con una mancha distinguible. Las
resinas que se emplearcon fueron: Ipomoea purga (50-500 ppm]; I.
jalapa [250-5000 ppm}; I. orizabensis [2500-6250 ppml; vy la
Tresina B (purificada) de I. orizabensis [250-5000 ppml. Para
determinar la genotoxicidad de las resinas, larvas de primer y
tercer estadio se expusieron durante 48 h a diferentes
concentraciones de éstas y después se transfirieron a medio de
cultivo fresco hasta la emergencia de los adultos. Para evaluar
el efecto protector se utilizaron come inductores de dafio ¥y
testigos positivos a los mutidgenos: N-nitrosodimetilamina, DMN
[925 ppm] ; Metil metanosulfonato, MMS [1 mM) y Mitomicina € MMC
[0.625 mM] ; a las concentraciones indicadas se inducen mutacidn
y recombinacién somdticas de manera significativa; determinando
ademds la importancia de la edad larvaria en la respuesta

iii




obtenida, por lo cual se usaron dos tipos de protocolos:

1)larvas de 24 + 4 h de edad se expusieron a 1 ml de 1a
solucidén de cada resina por geparado, la cual se distribuyd
sobre la superficie del medio de cultivo (tratamiento crénice}.
Pranscurridas 48 h se extrajeron las larvas y se trataron pox
& h con los mutdgenos de prueba en celulosa, por separado
({tratamiento agudo), para una exposicién total de 48 X 6 h.

2)larvas de 72 + 4 h de edad se trataron de forma aguda
con 1los mutagénos de prueba, por separado y después
crénicamente con la solucién de cada resina, la exposicién
total fué de 6 X 48 h.

Se compard la frecuencia de manchas obtenidas en las
series tratadas y sus respectivos testigos para cada resina
utilizando X! para proporciones y se analiz® la dispersién en
1a daistribucién del nimero de manchas pox mosca ¥ el nimerc de
células por mancha mediante la U de Mann-Whitney.

Se obtuvieron los siguientes regultados:

-Ninguna de las cuatro resinas fue genotdxica en los dos
protocolos utilizados.

-La resina de I. purga no presenté actividad
antimutagénica en contra de 1a DMN en los dos protocolos.

‘ - La resina de I. jalapa no tiene actividad antimutagénica
cuando se administra después de la DMN y aumenta la frecuencia
de dafio inducide por la DMN cuande se administra previo a éste
(P<0.0Q5).

-La resina de I. orizabensis tiene efecto antimutagénico
en contra de la DMN, MMC y MMS, tanto administrada antes como
después de los mutdgenos {P<0.05). '

-La resina B de I. orizabensis tiene efecto antimutagénico
cuando se administra antes que 1a DMN, disminuyendo sblo la
frecuencia de manchas chicas (que se forman en el desarrcllo
tardio} .

Con base en los resultados obtenidos se sugiere que la
resina de I. orizabensis tiene efecto antimutagénico
(desmutigeno) al reducir el dafio oxidativo que resulta de la
actividad de los diferentes mutigenos de referencia.

.Se compard la actividad de la resina de I. orizabensis
con la de un conccido antioxidante, la vitamina € [100-25Q0
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ppm]l, bajo las mismas condiciones experimentales, encontrando
gue disminuye la genotoxicidad de la DMN {P<0.05) cuando se
administra posterior al mutdgeno Yy sdlo para loa eventos
inducidos en el desarrolle tardioc de Drosophila.




INTRODUCCISN

Origen de la biodiversidad en México
La diversidad de la flora de México es de las mis ricas a '

nivel mundial. Por lo menos existen unas 26, 000 especies que
‘representan préacticamente a todos los tipos de vegetacién,
debido en gran medida a la ubicacién de nuestro territorio en
el planeta y a la historia del continente. Nuestro pais, con
una orografia-variada, alberga en sus sierras, montafias Yy picos
a la flora del norte, de caricter templado o frio; en sus
planicies costeras y trépicos a las egpecies del sur, de

carfcter cdlido. Por otro lado, nuestro pais comprende en més
del 50 % de su territorio una zona conocida como degierto en
la que también prosperé una flora tipica, conocida como
xerofitica (Krebs, 1985; Estrada, 1985; Rzendowski, 198§;
Hengevel, 198%).

Plantas medicinales
Etnobotinica

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

Pese a la destruccidn irracional de libros y cédices mayas
y aztecas, encabezada por Fray Juan de Zumdrraga en Texcoco y
por Fray Diego de Landa en Yucatdn en 1562, wuna cantidad
importante de aguel conocimiento se logré salvar, lo que ha
servido para cémprobar el adelanto logrado por los indigenas en
el campo de la medicina herbolaria (Torres, 1996).




Entre las mds famosas obras de la tradicién indigena se
encuentra el Libellus de Medicinallbus Indorum Herbis (libro de
hierbas wmedicinales de los Indicos), mejor conocido como Cddice
Badiana, hecho por el médico azteca Martin de la Cruz, pocos
afiog después de la conguista y traducide al latin por el médico
mestizo, Juan Badiano. El Cddice Badiano es todo un compendio
de medicina indigena y gracias a £1 se conoce de los
sorprendentes adelantos de los aztecas en el uso de las plantas
‘medicinales, en enfermedades comc el glauccoma, las cefalalgias,
sordera, hipo, cataratas, conjuntivitis, hemorragias,
parisitos, disenteria, gota, hepatitis y estrefiimiento, por
mencionar algunas (Torres, 19%6). La recopilacién de la
informacién relacicnada con el uso de las plantas con accidn
medicinal «cobra gran importancia, porgue promueve la
conservacién y el uso racional de ejemplares dtiles, y alin de
otros que se encuentran en peligro de extincidn (Del Amo,
1979) .

Metabolitos secundarios

El valor medicinal de la planta curativa estd asociado a
la presencia de sustancias quimicas llamadag principios
activos, los cuales tienen accidn terapéutica definida y pueden
emplearse para modificar favorablemente los trastornos
patoldgicos originados pér la enfermedad (Cabrera, 1975}). En
medicina natural es importante conocer la distribucién de los
principios actives en la planta, para lograr la medicacidn
adecuada (Cabrera, 1975; Hernidndez y Gally, 1%81; Alvarez,
1986). La tabla I muestra la localizacién en los diferentes
estratos de los principios activos de la planta del tomillo y
el uso terapéutico que se ha asociado con éstos.

Muchos de los principios activos son sumamente complejos
y de algunos aln se desconoce la naturaleza quimica; otros
han sido aislados, purificados, e incluso, sintetizados o
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biomimetizados. Por lo general, pertenecen a una de estas
categorias: alcaloides, flavonocides, cumarinas, terpenos,
esteroides, glicésidos, aceites egenciales, gomas, resinas,
aceites gragos, y sustancias antibidticas (Thomson, 1980;
Evans, 1991). La figura 1 muestra la biosintesis de los
diferentes metabolitos secundarios.

Los atcaloides forman un grupo diverso de'compuestos alcalinos
con marcada actividad fisiolégica; su estructura anular es
generalmente compieja y siempre contiene nitrégeno. Entre éstos
ge encuentran la morfina, la cocaina, la nicotina, la guinina
y otros 5500 m&s. Mds del 90 % de los alcaloides se encuentran
en las angiospermag (Thomson, 1980; Evans, 1991). Las familias
con mayor contenido de alcaloides son: Apocynaceae, Solanaceae,
Rubiaceae, Liliaceae, ~Umbelliferae, y sobre todo, la
Asclepiadaceae, que contienen el 18 % de todos los alcaloides
conocidos. Los géneros mds ricos son Nicotiana, Vinca (fuente
de vincristina y vinblastina, dos compuestos gue se emplean en
la terapia contra la leucemia) y Strychnos. Las especies mds
ricas incluyen la adormidera, Papaver somniferum (fuente del
opio) con 25 alcaloides, y Rauwolfia serpentina (fuente del
hipotensor y tranguilizante reserpina), con aproximadamente 30
{Thomson, 1980; Evans, 199%1).

Los flavonoldes, gue se encuentran tanto en estado libre
como hetercsidico, constituyen el grupo més amplio de los
fenoles naturales. En la actualidad se conocen mis de 2000 de
estos compuestos, de log que uncs 500 se encuentran en estado
libre. Estos derivddos son conocidos por sus efectos
antiinflamatorios Y antialérgicos, sus -propiedades
antitrombdéticas Y vasoprotectoras, 1la inhibicidn de la
promocién de tumores y como protectores de la mucosa géstrica.
Efectos que se han atribuido a la influencia de losflavonoides
sobre el metabolismo del 4&cido araquidénico {Evans,1991).
Muchas plantas gue contienen flavonoides son diurdtiecas (buchi
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Flg. 1 Origen de algunos metabolitos secundarios en relacién con
las rutas metabdlicas basicas (Evans, 1991).




Y retana) o antiespasmédicas (regaliz y perejil). Algunos
tlavonoides poseen propiedades antibacterianas Y antifingicas
Y otros son colorantes té&nicos {Thomson, 1980; Evans, 1991).

Lag cumarinas, que son derivados de la «-pirona, han gido
poco estudiadas (Evans, 1991); asi como las antocianinas 0
pigmentos antocidnicos. Las cumarinas, derivados del benzo-uo-
pireno, son comunes en las plantas, tanto en estado libre como
en el de heterScidos. Hasta hoy se han aislado unas 1000
cumarinas naturales. La cumarina se ha encontrado en unas 150
especies, que se distribuyen en mis de 30 familias diferentes.
Da un caracteristico olor a heno fresco Y Se encuentra en
muchas leguminosas. Se utilizan en la manufactura del tabaco y
en perfumeria, para el tratamiento de dolencias reumiticas
posee una larga reputacidn y su efecto terapéutico parece ser
potenciado por el Taraxacum en contra de la bronquitis asociada

'a deficiencia vascular (Thomson, 1980; Evans, 1991).

La mayoria de los estercides y saponinas esteroidales
presentan un oxhidrilo en el C-3 y tienen un origen biogen&tico
comin, via 4cido mevaldnico y unidades isoprencides. Est&n
menos distribuidas en la naturaleza que los flaveonoides.
Estudios fitoguimicos han demostrade su presencia en muchas
familias de las monocotiledéneas, especialmente en
Discoreaceae, Amaryllidaceae Y Liliaceae. Entre las
dicotileddneas, 1la presencia de diosgenina en la alholva
{Leguminoceae) ¥y alcaloides estercidales en Solanum
(Solanaceae), posee importancia potencial. Algunas especies de
Strophanthus y Digitalis contienen saponinas esteroides Y
heterdcidos cardioténicos. Las saponinas esteroides son de gran
interés e importancia por su relacidn con compuestos como las
hormonas sexuales, c¢ortisona, esteroides diuréticos, vitamina
D y heterésidos cardiacos. Algunas se utilizan como material de
partida para la sintesis de é&stos. La diosgenina es 1la
principal sapogenina empleada por la industria; los fames, de




los que se afsla, contienen una mezcla de sapogeninas en forma
glicesidica (Thomson, 1980; Evans, 1991).

’ Los glicdasidos son compuestos que, cuando estén
hidrolizados, producen un componente de uno o varios azlcares
{por ejemplo el glicdn), y uno sin azlcar (aglicdn). Hay muchas
variedades de glucédsidos, clasificadogs segin el tipo de
aglucén. Entre los més importantes para la medicina estén los
glucdsidos cardiacos (pregentes en las familias Asclepiadaceae,
Liliaceae, Moraceae, Apocynaceae, Convolvulaceae,
Escrofulareaceae). La digitalis, una de las drogas de origen
vegetal mds prescrita, es un glicésido que se emplea para
combatir problemas cardiacos (Thomson, 1980; Evans, 1991).
Los glicésidos cianégencs que producen &cido c¢ianhidrico,
también han sido localizados en alrededor de 2 mil especies, de
112 familias de angiospermas (Thomson, 1%8G; Evans, 1591).

Los aceites egenciales tienen, por lo general, varios
compenentes quimicos, usualmente derivados terpénicos, o de
compuestos aromaticos. A menudo contienen alccholes, cetonas,
aldehidos, fenoles, éteres, é&steres entre otros. Muchos son
germicidas potentes; esta propiedad estd asociada con su
volatilidad y capacidad para penetrar al citoplasma, sin
embargo, al ser insolubles en agua, su uso se restringe como
antisépticos en medicina. Son valiosos como carminativos,
antitusigenos, antisépticos bucales, para hacer gargarismos,
pulverizaciones y unglientos (Thomson, 1980; Evans, 1991).

Las resinas son sustancias con brillo caracteristico y de
naturaleza quimica compleja. Por calentamiento se ablandan vy,
finalmente, funden. Son insolubles en agua y éter de petrdleo,
pero se disuelven casi completamente en aleochol, cloroformo, y
ster. Desde el punto de vista quimice, las resinas son mezclas
complejas de &cidos resinicos, alcoholes resinicos {resinoles),
fenoles resinicos (resinos-tanoles), é&steres y compuestos
quimicamente inertes denominados resenos. Son productos de la
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oxidacién de los aceites esenciales; ambos se utilizan como
purgantes y unglentos {(Thomson, 158¢; Evans, 1991).

Los aceites grasos, o lipidos -ésteres de &dcidos grasos-
se emplean en emulsiones y como purgantes {Thomson, 1980;
Evans, 1991}.

Las sustancias antibidticas son compuestos organicos,
derivados de organismos vivos o producidos por ellos, y que a
pequefias concentraciones, inhiben procesos vitales de los
microorganismos (Thomson, 1980; Evans, 1991} .

Gomas: La farmacopea britanica define el tragacanto como
el exudado gomoso endurecido al aire, que fluye de forma
natural u obtenido por incisiones del tronco y ramas de
Astragalus gummifer Labiellardiere y otras especies de
Astragalus, crecidas en Asia accidental. El género Astragalus
(Leguminoceae) contiene unas 2000 especies, siendo las
principales, en cuanto a rendimiento de goma. Las gomas estén
compuestas de unidades de azlicar y &cido urdnico. Entre los
productos e han identificado: &cido galacturdnico. D-
galactopiranosa, L-arabofuranosa y D-xilopiranosa (Acido
aribico) . Se utilizan como laxante mecdnico (goma esterculina);
Sus propiedades demulcentes son empleadas en diverscs
preparados para la tos, diarrea y dolencias de la garganta
(goma ardbiga) (Evans, 1991). -

Los alcaloides y los glicdsidos, obran generalmente sobre
las funciones orgdnicas como la circulacidn, la regpiracién, y
otras; © bien, sobre sistemas como el sistema nervioso, por lo
que su accién es generalizada en el organismo. Los alcaloides
suelen ser efectivos aun en dosis muy bajas, se puede decir que
hay pocos venenos minerales gue ejerzan una accidn tdxica tan
r&pida como la de muchos alcaloides, asi la digitalina, la
eserina, la aconitina, paralizan las funciones organicas en
dosis pequefifisimas. De alli el riesgo de emplear una planta
- empiricamente, y esc indica también la dificultad del estudio
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de las propiedades terapéuticas de la flora (Cabrera, 1975).

Ademis de los glicésidos y alcaloides, las plantas
contienen sales minerales gue ejercen una accidn enérgica, ¥y
m&s activa que si se emplearan las mismas sales obtenidas por
procedimientos quimicos. Se ha sugeridc que ésto se debe a que
en la planta, los iones de esas sales parecen encontrarse, en
estadeos coloidales con cargas eléctricas que provecan
equilibrios facilmente disociables, y que al ser introducidos
en otro organismo reaccionan no sélo por accién quimica sino
también por accidén biolégica. De alli la ventaja de emplear de
preferencia plantas frescas. La desecacidn provoca la pérdida
de actividad; por ejemplo las que tienen aceites esenciales, en
las que con el tiempo la esencia se volatiliza perdiendo sus
propiedades, o disminuyendo su potencia (Cabrera, 1975} .

Se han aislado mds de 12,000 metabolitos secundarios
organicos, muchos de ellos han resultado dtiles en medicina
perc, =i se utilizan sin contrel, su uso puede Sser
contraproducente, al producir efectos colaterales indeseables
y atin, ser mutagénicos, carcinegénicos o bien, teratogénicos.
Un factor de importancia en esta prictica es que, en la mayor
parte de los casos ocurre sin dosificacién especifica, ni
vigilancia médica (Tabla II). Por lo anterior se deben conocer
también las propiedades de sus componentes individuales y de
las interacciones entre é&stos, Que posean por ejemplo,
propiedades mucagénicas, carcinogénicas, teratogénicas; o bien,
anticancerosas, hipertensoras y antimicrobianas demostrables

(Thomson, 1980).

TOXICOLOGIA GENETICA

Por otro lado, la exposicién de los seres vivog a
gustancias contaminantes potencialmente reactivas presentes en
el ambiente es frecuente. La interaccién entre los organismos

y los contaminantes ambientales es un proceso gue se lleva al
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cabo por periodos prolongados ¢ incluye conecentraciones minimas
de estos, por lo que en muchas ocasiones se dificulta la
deteccidn del efecto provocado. Se calcula que mis de 100,000
productos quimicos han sido elaborados para uso comercial e
industrial {aditivos de alimentos, cosméticos, medicamentos,
pesticidas y muchos otros m&s) (De Serres, 1975). Muchos de
éstos son capaces de provocar dafio con efectos a corto, mediano
y largo plazo. En la tabla III se muestra una clasificacién de
mutigenos ambientales propuesta por Moutschen {1985).

Uha parte importante de los compuestos exhiben su
actividad al interactuar con el DNA. La induccidn de mutaciones
génicas y aberraciones cromosdmicas puede ocurrir en las
células sexuales generindose alteraciones heredables; o bien,
si los cambios genéticos ocurren en las células sométicas,
pueden causar el desarrollo de céncer (Loprieno, 1980; De Flora
y Ramel, 1988}. Ademds, el dafic a los &cidos nucléicos puede
ser producto de la accién de mutdgenos endégenos, cuyos efectos
tienden a acumularse en funcién del tiempo, y contribuyen de
manera importante al envejecimiento celular y a diversas
enfermedades degenerativas, algunas de ellas ascciadas con el
cidncer (Orozco, 19%3). Algunos procesoé enddgenos son:
oxidacidn por estrés oxidativo (Halliwell, 1994; Hartman, 1981;
Ames, 15883), metilacidn, etilacidn, desaminacién ¥
despurinizacidén (Saul y Ames, 1986).

En la figura 2 ge muestran alqunas de las interacciones
posibles entre factores fisicos y quimicos con el DNA. Dichos
procesos son modificados ademds, por parimetros fisicoguimicos
como: lipefilicidad, actividad Sptica, interaccién con enzimas,
factores estéricos, reactividad absoluta y relativa, mono o
multifuncionalidad, entre otros (Zijlstra, 1987; Waters et al.,
1990) . En la figura 3 se muestran las principales rutas por las
gue ingresan, se distribuyen y excretan los diferentes
compuestos. La principal ruta de distribucidn es el sistema
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Tabla III. Clasificacidn de mutdgenos ambientales
(Moutschen, 1985)

Grupo I.- Sustancias mutagénicas sintetizadas por el hombre vy
uscs espacificos.

Farmaceiticas Plaguicidas Aditivos
®Agenteg antitumorales | ®Insecticidas ®Alimentos
®Narcoticos ®Herbicidas ®Cosméticos
eAnticonceptivos ®Raticidas _ eQtros
8Excipientes ®Fungicidas
®Anestégicos #Moluscicidas

#Nematicidas

Grupo IXI.~ Sustancias usadas en la industria o presentes en el
anbiente como subproductos industriales.

® Agentes alquilantes industriales.

® Disolventes orgénicos, compuestos
organometélicos.

¢ Contaminantes del agua.

® Contaminantes del aire.

® Metales pesados.

Grupo III.- Sustancias de origen natural.

& plcaloides.
# Productos del metabolismo microbiano.
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Alquilaciée ... . Sumtcionss (uidioms)

monofuncionales)
..~ Formacion de radical
(BUDR + luz, myos-X)
Sitio apurfnico - .. Rompimientos de hebra sencilla
{agentes alquilantes (rayos-X, UV etc..)
monofuncicnales)
Aducto de una molécula grande
{e.g. benzola)pireno)
Fosfotriesteres ........ -
(agentes alquilantes """ Dimieros de pirimidina UV)
monofuncionales)
. 7. Dafio a las bases (sayoe-X)
.. Rompimiento de doble hebra
(ryos-X)
{agentes alquilantes bifuncionales)
Enlaces cruzados
DNA-Proteina TSR PP Enlaces cruzados inteabanda
(myos-X, agcntes alquilantes (agentes alquilaates polifincionales)
polifuncionales)

Fig. 2 Interaccién del DNA con agentes fisicos y quimicos
(Obe y Natarajan, 1982).
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Ingestién Inhalecidn Intravenosa Intraperitoneal

6rganos
; estructuras
rifién pulmén secretoras ‘
tejido
suave hueso
vejiga alveolos
heces orina ex%do ’;crecxonw

Fig. 3 Rutas de exposicidn y excreclén de sustancias en ef hombre (Klaassen, 1975}
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circulatorio, mediante el cual los compuestos son transportados
para alcanzar al 6&rgano blanco, llegar a los sistemas de
excrecidn y eliminacidn, o bien, a los tejidos en los que
pueden ser almacenados (Klaaseen, 1975; Sorsa y Vainio, 1982).

Los agentes guimicos que no sen constituyentes propios del
organismo son denominados . compuestos xenobiéticos y pueden
clasificarse bdsicamente en dos tipos dependiendo de la forma
en la que funcionan: 1) de manera directa fmutigenos), si son
reactivos por si mismos, es decir, no requieren ser activados
mediante el metabolismo del organismo expuesto, y reaccicnan
con macromoléculas como el DNA y las proteinas, por
consiguiente, son detectados fdcilmente por los sistemas de
prueba; y 2) de manera indirecta, es decir, al no ser
genotéxicos por si mismos (promutdgenos), requieren ser
activadog por las enzimas presentes en los organismos a
derivados reactivos electrofilicos (Obe ¥y Natarajan, 1982;
vogel, 1992).

Agentes alquilantes

Los agentes alquilantes son compuestos sumamente reactivos
que adicionan un grupo alquilo (etilo o metilo) en varias
posiciones sobre las bases del DNA y con ello alteran las
propiedades de apareamiento de las bases involucradas. En
mutagénesis quimica se utilizan como sustancias modelo para
estudiar la relacién causa-efecte debido a que su interaccidn
con el DNA vy otras macromoléculas es conccida (Vogel, 1992).

La metilacién o etilacidn ocCurre por mecanismos
unimoleculares (841} y bimoleculares {8y,2) de substitucidn
nucleofilica (Lawley, 1984). En principio, todos los Atomos de
nitrédgeno y oxigeno nucleofilicos pueden ser alquilades por
estos agentes, pero el alcance con el gue el agente en
particular alquila al DNA esti relacionado al cardcter S5yl e}
8,2. Los agentes que actan via mecanismo Sy2 reaccionan
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eficientemente sslo con el &towme méAs nucleofilico (N7 de la
guanina y N3 de la adenina); pocos agentes reaccionan por
mecanismo S,1 y son menos selectivos. Los reactantes alquilan
nitrdégenos altamente nucleofilicos y sitios menos nucleofilicos
incluyendo &tomos de oxigeno (0° de la gquanina y del
fosfodiester) (Heflich, 1991). Varios compuestos han sido
evaluados en el modelo de carcinoma de Walker en ratas, gque ha
mostrade tener mayor sensibilidad a estos compuestos (Hellman,
1872} .

En eucariontes, la f{nica base que se ha encontrado
metilada en &1 DNA es la S5-metilcitosina, la cual es de 3 a 5
% m&s abundante que la citocina en el DNA animal y mucho mas
abundante en algunos DNA de plantas, pero estd virtualmente
ausente en otros DNA, come en el caso de algunos insectos. la
sintesis de un residuc 5-metilcitosina en el DNA es similar a
1a reaccidén de 1la timidilato sintetasa; un residuo nucleofilico
de la enzima {probablemente un grupo tiol)} ataca al carbono 6
del anillo pirimidico de la citosina, la cual activa el carbono
5 para la formacidén de un enlace carbono-carbono. En el DNA de
procariontes las bases mds metiladas son Ni-maetiladenina y en
menor cantidad la N'-metilcitosina, lo gue corresponde a menos
del 1 % (Mathews y van Holde, 1930).

En bacterias la metilacidén ocurre en sitios especificos.

En E. coli la metilacidén de residuos A en la secuencia
5'...GATC...3' participa en la correccidn de errores de
apareamiento y metilacién de otros sitios del DNA protegidos
contra cortes de las endonucleasas de restriccidén. En animales,
la metilacién se encuentra s6lo en residucs C gue tienen
inmediatamente =zl extremo 5/ residucs G, en una secuencia
.CpG...; cuando una C es metilada, la C correspondiente en la
cadena complementaria, también lo es. En el DNA de plantas la
secuencia es CpNp@..., donde N puede ser cualquier base. Ademis
se ha probado que la metilacidén en un sitio particular es un
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fenémeno heredable. Cuando el DNA eucariontico se duplica, la
actividad de una metilasa asegqura que todos los sitios que
fuercon metilados en el DNA parental, estén metilados en el DNA
de las duplex hijas y por otro ladeo, los sitios desmetilados
asi permanecen (Mathews y van Holde, 1990).

Algunos agentes alquilantes, particularmente los
difuncionales (con dos grupos alguil reactivos), inducen
entrecruzamiente de cadena de DNA-DNA vy/o DNA-proteinas y
originan rompimientos en los cromosomas y varias clases de
aberraciones cromosémicas asociadas con alteracién de 1la
integridad -del DNA (Vogel, 1992}. Otros agentes alguilantes
exhiben menor especificidad en su wutagenicidad como los
an&logos de basesg, A4cido nitroso o acridinas, los cuales
inducen todos los tipos de mutacidn, incluyendo transicicnes,
transversiones, rompimientos y aberraciones cromosdmicas, con
frecuencias relativas dependiendo de 1la especificidad del
algquilante empleado (Horsfall et al., 1990). La tabla IV
muestra algqunos agentes alguilantes y el Organc blanco en el
que produce cincer (roedores}.

N-Nitrosodimetilamina (DMN)

La N-Nitrosodimetilamina, Dimetilnitrosamina, N-metil-N-
nitrosometamina (DMN) {Index Merck 1983); es ampliamente usada
en estudios de mutagénesis, es un alguilante, promutdgeno, y un
carcindgeno potente (EMS, 1976). Induce tumores en diferentes
partes del organismo segln sea la ruta de administracidn, por
ejemplo, la administracién de 25 y S0 ppm de la DMN en la dieta
de conejos durante tres meses, ccasiona carcinomas
hepatocelulares {(EMS, 1976); en ratas sometidas a inhalaciones
repetidas se inducen tumores en las cavidades nasales y en el
rifién (EMS, 1976); cuandoe se administra por via oral a
diferentes lineas de ratones provcca sarcomas, carcinomas y
adenomas en pulmdén (EMS, 1976} . La DMN metila al DNA y provoca
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Tabla IV. Agentes alquilantes Y organo blanco que alcanza en
roedores (Leutzinger y Richie, 1995) . '

R
Agente alquilante Organo blanco
® Dietilnitrosamina (DEN) ® Higado
® Vejiga urinaria
® Dibutilnitrosamina (DBN) ® Pulmén

® Progtata
® Diamilnitrosamina (DAN)
® Higado

® 2,3-dimetil-4-aminofenil {DMAR) ® Pancreas

® Nitrosobis{2-oxipropil)amina {BOP}

® N-metil-N-nitrosourea (MNU)
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inestabilidad metabdlica por hidroxilacién del dtomo alfa; se
produce una hidroximetil-metil-nitrosamina inestable, la cual
origina un ion alquildiazonium Y posteriormente un iocn
carbonium, que es la molécula reactiva andloga (Vogel, 1992)
(Fig. 4). Al ser administrada a ratas, la DMN se metaboliza a
una forma que metila activamente al DNA en un nimero apreciable
de sitios diferentes. Un producto del DNA formado por la accidn
metilante es la O°-metilguanina, que se forma en los sitios
dG/dC. La DMN induce especificamente la formaciédn de tumores en
el rifibn de las ratas, a pesar de que la Of-metilguanina se
~ produce en el DNA de otros Srgancs, tales como el higado, de la
misma forma que en el DNA de las cé&lulas del rifién. Tanto el
rifién como el higado poseen sistemas que eliminan la 0O°%-
metilguanina del DNA y lo reparan. La susceptibilidad de las
células de rifisn a la induccidn de tumores por la DMN, en

comparacidn con las del higado, se relaciona con la disminucién
en la eficiencia del sistema reparador del rifidn para eliminar
del DNA O°-metilguanina a dosis elevadas de DMN (Ayala, 19%4).

En células germinales de Drosophila la DMN induce
mutaciones letales recesivas ligadas al sexo y pérdida
cromosdmica (Vogel y Natarajan, 1979a y b). En cé&lulas
somdticas de Drosophila, induce mutacién Yy recombinacidn a
concentraciones gque van desde 0.5 a 50 mM {(Delgado, 19590;
Ordaz, 1991; Garcia, 1992; Mufioz-Moya, 1994).

El descubrimiento de la actividad carcinogénica de la N-
nitrosodimetilamina ha permitido establecer que los compuestos
N-nitroso y otros agentes alquilantes puedan ser una clase
importante de compuestos carcinogénicos {Laval et al. 1990). La
figura 5 muestra las caracteristicas fisico-quimicas de la N-

nitrosodimetilamina.
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CH,
S N-N=O

cH3”

CHa
SN-N=0

/
CH ,OH

CH 3
SN-N=O

H/

N-Nitrosodimetilamina

l

«-C hidroxilacién

Hidroximetit-metiini in HCHO
droximetil-metilnitrosaming  wep Formatdehido

no enzimatico

Monometiinitrosamina

l no enzimético

N, + (CH3") + OH~ Mutigeno

Flg. 4 Blotra:

nsformacién de la N-Nitrosodimetilamina (DMN)
{Margison y O'connor, 1979)
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CH,
SN-N=O
CHy ™~

{CH32NNO

C(32 %), H(8.16 %), N(37.82 % y O(21.6%)
PM=74.08 g

Densidad=1.008

Liquido amarillo

Miscible en agua

Soluble en alcohol y éter

Volatit

Fig. 5 Caracteristicas fisico-quimicas de la N-Nitroscdimetilamina
{Index-Merck, 1989)
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Metil metancsulfonato, (MMS)

El metilmetano sulfonato, dcido metasulfdnico metil ester,
metil mesilato (MMS) (Index Merck 1989); es un alquilante
monofuncional, wmutagénice de accién directa y potente
carcindgeno EMS, 1976}). Es un metil ester del é&cido
metancsulfénico, se utiliza como catalizador en reacciones de
polimerizacidn, alguilacidén y esterificacibén y como disolvente
en la brominacién de tinte indigo., Pertenece a los

algquilalcancsulfonateos, que al igual que los alquilsulfatos
tienden a reaccionar como moléculas neutrales por un mecanismo
de asociacidn S,;2, que consiste en el ataque a los anillos del
nitrégeno altamente nucleofflicos (Horsfall et, al, 1530).

La capacidad de los agentes alquilantes monofuncionales
como el MMS y EMS de producir deleciones en Drosophila ha
recibide considerable atencidn (Lim y Snyder, 1974). Al
comparar cromosomas X de 22 lineas de Drosophila probadas para
la induccidén de mutaciones letales recesivas ligadas al X por
MMS con el aspecto de los cromosomas X de células de las
gldndulas salivales, no se encontraron evidencias citoldgicas
de deficiencias pequefias (Vogel y Natarajan, 1979%b}. Otros
estudios reportan de 17 a 54 % de mutaciocnes letales inducidas
por MMS asociados con deleciones detectables citolégicamente
{(Fahmy y Fhamy, 1961; Lim y Snyder 1969). M&s recientemente se
ha determinado que en el cromosoma X, la gran mayoria de los
mutantes presentaban lesiones restringidas a un solo loci (Liu
y Lim, 1975; Vogel y Natarajan, 197%a). En células somiaticas

induce mutacidén y recombinacidén a 1 mM (Delgado, 1990; Ordaz,
1991). La figura 6 muestra las caracteristicas fisico-quimicas
del Metilmetanosulfonato.
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CH3—0-S—CHy
CaHeOnS
C(21.81 %) H(5.49 %), O(43.28%) y S(29.11%)
PM=1103 g
Densidade=1 298
Liquido

Miscible en agua
Soluble en disolventes no polares

Fig. 6 Caracteristicas fisico-quimicas del Metil metanosulfonato
{Index-Merck, 1989).
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Mitomicina ¢, (MMC)

La mitomicina C, ameticina, mutamicina, Mitocin C (MMC),
aislada de Streptomyces caesipitosus; es un promutigeno, agente
alquilante mono o bifuncional (provoca entrecruzamientos en el
DNA) (Adler, 1981). La activacién es mediada por la enzima
citocromo ¢ reductasa-NADPH, que se reduce a un derivado
hidroquinona por una de las enzimas pertenecientes al grupo de
quinonas reductasas (diaforasas), facilitando la protonacién
del nitrégeno aziridina y promoviendo la alquilacién de centros
nucleofilicos (Pan et al., 1984; Keyes et al., 1984; Marshall
Y Rauth, 1986). Las mitomicinas son sustancias bésicas
coloreadas que forman placas o cristales en aguja de color
rojo-violeta. La mitomicina C ge emplea en el txatamiento de
adenoccarcinomas de estémago, péncreas, pulmones, cuello
uterino, de la leucemia mieloide crénica y en la enfermedad de
Hodking; como profilidctico después de la cirugia o de 1la
irradiacién de sarcomas, epiteliomas y carcinomas de origenes
variados (Adler, 1981; Salmon y Sortoralli, 1950).

La MMC produce ligamientocs &6 enlaces cruzados DNA/DNA,
DNA/proteinas o uniéndose a una base sencilla del DNA por
alquilacidén del 0° de la guanina, también pueden producir
monoaductos en el DNA, proteinas algquiladas y especies
citotdxicas de oxigeno (Kennedy et al., 1980; Marshall y Rauth,
1986) . Los efectos de la MMC han sido evaluados en diferentes
sistemas de prueba:

En Salmonella typhimurium induce reversién de his- a his+
{Kim y Levin, 1986). En cé&lulas CHO y en células de médula Ssea
murina produce intercambic de cromdtidas hermanas (ICHs)
(Darroudi et al., 1989; Morales et al., 19%9%0). Produce
mutaciones letales dominantes en c&lulas germinales de hembras
de ratdn y aberraciones cromosdmicas (Hashimoto et al., 1987).
En Bovinos y en bifalos, produce ICHs (Iannuzzi et al., 199%90).
En general, la MMC provoca muerte celular, mutacicnes génicas,

24




aberraciones cromosdmicas e intercambic de cromitidas hermanas
en varios organismos (procaricontes y eucariontes) tanto in vivo
como in vivo (Mayer y Flam, 1975).

Los efectog de la MMC han sido extensamente estudiados en
ambos gexos de Drosophila, produciende mutaciones recesivas
ligadas tanto en machos como en hembras {(Cunha et al., 1994).
En hembras incrementa la frecuencia de pérdida del cromosoma X
en anille (de Andrade et al., 1992). En células somiticas
induce mutacidn y recombinacidn a 0.625 mM (Graf et al., 1984;
Orozco, 1993; Gaytan, 1993)., En la figura 7 se observan las
caracterigticas fisico-quimicas y 1la biocctivacién de 1la

mitomicina C.

ANTIMUTAGENOS Y ANTICARCINOGENOS

Debido a las graves implicaciones del cAncer, se han
investigado mas de 1500 agentes de origen natural que pueden
combatirlo y desde 1985 se han desarrollado algunos agentes
quimiopreventivos que empiezan a utilizarse en clinica, en 1la
que se incluyen antimutigenos y anticarcindgencs naturales
{Kelloff et al., 199%); estos agentes son: antimetabolitos,
hormonas, enzimas, antibidticos, vitaminas (A, B, C, D y E},
agentes alquilantes, saliva entre otros (Novic y Szilar, 1952;
Sainsburry, 1979; Stock, 1970; Pratt y Ruddon, 1979; Nishioka
v NMunosshiba, 1986; Waters et al., 199Q; Evans, 1391 ; Petru et
al., 1995; Shankel, 1995). La tabla V muestra una lista de
antimutdgenos de diferentes tipos. Es necesario mencionar que
existen antimutdgenos y anticarcindgenos que actian a través de
mecanismos miltiples, abarcando un amplio intervalc de niveles
de intervencién (De Flora y Ramel, 1988).

De mis de 1500 compuestos ya sea de origen natural o
sintético, se ha estudiado su capacidad para inhibir a otras
sustancias capaces de inducir carcinogénesis y mutagénesis en
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H:N HzN

H,C

HiN, .

HaN N
\\ M 4 Yomrnsciedflo
He N HyC
\"—‘"’_'\
o \Hl'h
L LG
Producion metshdiicocs

CisHi1sN«Os
C(35.71 %), H(42.86 %), N(9.52 %) y O(11.90 %)
PM=334.19 g.

Cristales azul-violeta
Miscible en agua .
Soluble en disolventes organicos

Fig. 7 Caracteristicas fisico-quimicas (index-MercK, 1989), y
activacién enzimética de la Mitomicina C (MMC): formacién de un
radical anién (ll) y eliminacién de metanol, para formar un
intermediario lIl. Divisién del anillo aziridina y ataque nucleofilico para
formar productos metabdlicos y 2,7-diaminomitoseno por separacién

de un hidrégeno (Pan et al., 1984).
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Tabla V. Antimutdgenos de diferentes tipos,
variedad de sustancias Y compuestos involucra

ilustrando la gran
dos (Shankel, 1995).

Antimutigencs

Raferencia

Compuestos jnorganicos gimplesn:
® Clorurc de cobalto
® Cloruri de manganesc

® Selenio

Compuestos orginicos complejos;:
® Cafeinag

® Espermina y otras poliaminas
& Nucledsidos de purina

® Metionina

® Acido ellagico

Mezclas complejas:

® Extracto de placente humana v
de otros mamiferos

® Saliva humana

® Extractos de plantas (e.g. G.
glabra) ,

® Acidoe himico

Mochizuki y Kada, 1982
Arditti y Sermonti, 1962

Ames, 185

Grigg y Stuky, 1966
Sevag y Drabble, 1962
Novick y Szilard, 1952
Clarke, 1965

Aukerman et al., 1883

Kada y Mochizuki, 1981

Nishioka y Nunoshiba, 1986

Nitscher et al., 1986

Sato et gl1., 1987
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‘modelos experimentales. Estos representan varias clases de

' niveles estructurales y actividades biolégicas, y han sido
caracterizados como antimutdgenos. Ejemplos de clases
estructurales son leos: arilalquil-isotiocianatos, compuestos
cinamilicos, flavonoides, glucarates, resinas glicosidicas,
indoles, polifenocles, retinoides y caratenocides, y tioles Yy
sulfidas. Clases con actividad biclégica: antihormonas, agentes
anti—inflamatorios, antioxidantes, inhibidores del metabolismo
del &cido araquidénico, inductores de glutatidn, inhibidores de
la ornitina descarboxilasa e inhibidores de la proteina cinasa
C. Estos compuestos y sus posibles mecanismos de accién se
prueban en sgistemas experimentales para de esta manera
determinar gu actividad. Se incluyen estudios genéticos tanto
in vivo como in vitro que se relacionan con la carcinogénesis
(mutagenicidad, lesiones precéncerosas, uniones al DNA, enzimas
activas), y otros gque inhiben la aparicién de tumores en
animales experimentales {Kelloff et al., 1995). Los mecanismos
de inhibicién de la mutagénesis y de la carcinogénesis son
variados y dependen de la etapa en que intervienen en ecada
procesco, de los patrones de modulacidn y de las estrategias de
defensa del organismo, entre otres (Ramel, 1986). Las
caracteristicas gque deben tener los antimutigenos vy los
anticarcinfgenos son las siguientes; actividad r&pida, inhibir
la formacién o activacidn de sustancias, incrementar las rutas
metabdlicas de desintoxicacién, impedir la unién de moléculas
extrafias al DNA, incrementar los niveles o fidelidad en 1la
reparacidén, atrapar reactivos electrofilicos y atrapar los
radicales libres (Kelloff et al., 1995).

Los compuestos que actdan extracelularmente son llamados
desmutigenos y su actividad se puede ubicar en diferentes
niveles: 1) al inhibir la entrada de los mutdgenos o de sus
precursorgs a la célula; 2) al interferir la formacién endsgena
de mut&genos; 3) al desactivar mutdgenos (Kada et al., 1982).
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Y aquellos gue pueden actuar intracelularmente {Ramel, 1986) o
antimutdgenos {XKada et al., 1982), los cuales: 1} modulan el
metabolismo; 2} bloquean moléculas reactivas; 3) wmodulan la
replicacién o la reparacidén del DNA.

Antimutdgenos y anticarcinégenos extraidoes de plantas

Entre los diferentes antimutdgenos y anticarcindgencs se
han reportado algunos productos extraidos de plantas. Se ha
mostrado que las fracciones de alcaloides extrafides del mirto
(Vinca rosae), asi como el principio active de Maytenus
diversiflora conocido como maytancina tienen propiedades
antileucémicas en ratén (Pratt y Ruddon, 1979; Lee et al.,
1982); los extractos de Wikstroemia indica, de la que los
principales agentes son tricina kaempferol-3-0-B-D-
glucopiranosido Y la nortachelogenina tambié&n son
antileucémicos. En ratén, la dafnoretina se ha reportado como
un potente anticancerigenc in vive {Lee et al., 1981).

En Witheringia coccoloboides se han aislado dos
fracciones: la fisalina y 25, 26-epidihidrofisalina que son
citotéxicas in vitro en células cancerigenas de ratdn; ademds,
la fisalina B tiene actividad moderadamente antileucémica en
ratones in vivo {(Antoun, et al., 1981}).

La investigacién de nuevos compuestos antitumorales de
origen natural no se limita a plantas superiores, si bien, la
mayoria de éstos tienen este origen (Evans, 1%91) (Tabla VI}.

En células somaticas de Drosophila se compard la
genotoxicidad de extractos obtenidos de la raiz, el tallo y la
flor de Tagetes filifolia {Compositae), aunque los extractos no
fueron mutagénicos, un hallazgo importante fue que los
extractos de rafiz y flor disminuyeron (P < 0.05) la frecuencia
de mutaciones inducida por la N-nitrosodimetilamina (DMN), un

potente alquilante {Garcia et al., 1992).
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Tabla VI. Algunos compuestos antic

ancerosos procedentes de
plantas (Evans,

1991} .
Familia Fuente Clage Compuesto
Convolvulacea Ipomoea Monoterpenocs 4-Ipomeancl
batatas
Compositae Liatrina Sesquiterpenocs Liatrina
chapmani i
Euphorbiaceae Jatropha Diterpenos Jatrofina
gossypifolia
Crupressaceae Juniperus Lignanos Podofilotoxina
chinensis
Bignoniaceae Jacaranda Quinonas Jacaranona
caucana
Alcaloides
Leguminoceae Crotalaria Pirrolizidina Monocrotalina
spectabilig
Rutaceae Acronychia Acridona Acronicina
baueri
Lilaceae Colchicum No Colchicina
speciosum heterociclico
Rubiaceae Bouvardia Péptidos Buvardina
ternifolia
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Vitamina C

La vitamina C (L- &cido ascodrbico, &cido L, 3-cetotreo
hexuronico lactona), es sintetizada en muchos animales. En
humanos y en otros primates, como no tienen activa la enzima L-
gulonolactona oxidasa, requieren una dieta gue contenga
vitamina C (Ganong, 1991), la cual es esencial para algunas
funciones fisiolégicas. La deficiencia de é&sta favorece 1la
aparicidn de enfermedades oportunistas Y la suplementacién con
una variedad de vitaminas se ha relacionado con una reduccidn
importante de la mutagénesis Y la carcinogénesis (Petru et al.,
1995) .

En el proceso de la carcinogénesis, un nimerc de funciones
fisiolégicas son particularmente relevantes y son moduladas por
el suministro de vitaminas: a) en la formacién in vive de
carcindgenos o de sus precursores; b) al detener y/o
transportar los carcindgenos a través de la membrana; <) en la
activacién metabSlica implicada en 1la desintoxicacién de
carcindgenos; d) en la generacibén/captura de radicales libres
o reactivos intermediarios de carcinégenos; e) al
interferir/promover 1la diferenciacién Yy 1la proliferacién
celular, en la expresiédn génica y las sefiales de traduccidn; y
f) en la potenciacidén/supresién de la respuesta inmune {(Petru
et al., 1995). ]

En particular, la vitamina C modula la carcinogénesis y
mutagénesis por varios caminos probables: a) el dcido aseSrbico
puede inhibir o prevenir la formacién de nitrosaminas,
blequeando la reaccidn de las aminas secundarias con los
agentes nitrosantes bajo condiciones &cidas (Sidney y Mirsvish,
1986; Arcos et al., 1988). Se propone como agente profilictice
en contra de la formacidn in vivo de compuestos carcindgencs N-
nitroso; b} la vitamina C estd involucrada en las reacciocnes de
hidroxilacién microsomal catalizadas por una mezcla de oxidasas
de funcidn mixta (MOFM); de esta manera dependiendo de tipo de
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carcinégenc involucrado el &cido ascdrbico puede medificar la
actividad (MOFM) y en consecuencia afectar la activacién o
desintoxicacién (Combs, 1992}; <) es un antioxidante a
concentraciones fisiclégicas 6ptimas, ya gque puede atrapar
radicales libres y especies activas de oxigeno, ademas de
proteger al material genético contra el dafio oxidativo {Petru
et al., 1995; Shamberg, 1982); d} sin embargo, a
concentraciones altas puede actuar como prooxidante, generando
radicales peréxido e hidroxilo que pueden ser catalizados por
la presencia de iones libres féxrricos y cipricos; el
significado in vivo de estas reacciones no es clara (Petru,
1995); e) el &cido ascédrbico potencia varias funciones inmunes
{Milner, 1989} . En células somiticas de Drosophila melanogaster
la Vitamina C inhibe eficientemente el efecto genotdxico de la
mitomicina € (Gaytan, 1993). La figura 8 muestra la estructura
y caracteristicas fisico-quimicas de la vitamina C.

El género Ipomoea

Otra familia de plantas de uso etnoboténico y medicinal en
México es la Convolvulaceae, familia de 35 géneros y 1650
especies. La mayorfa son herbéceas, anuales ¢ perennes,
frecuentemente con tallos trepadores; pocas son arbustos y
drboles. Entre sus géneros estd Ipomoea, del cual se han
descrito 600 especies y se encuentra de manera silvestre en
casi todo México, aungue predomina en el estado de Veracruz
(Evans, 1991).

Complejo "Raiz de Jalapa" y usos medicinales

La "Rafz de Jalapa® constituye uno de los recursos
tradicionales de M&xico mis conocidos en el extranjero debido
a sus propiedades medicinales; los tubérculos de Convolvuléceas
con propiedades purgantes llegaron a Es@aﬁa hacia el aflo 1%65
(Evans, 1991). La "jalapa" fue conocida principalmente por su
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accién purgante y emética, sin embargo se le atribuye actividad
antihelmintica y emenagoga (Martinez, 1959). Farmacoldgicamente
esta clasificada como catértico e hidragogo (Bauser, 1537;
Wallis, 1966). _

En México se conoce con el nombre de "Rafiz de Jalapa" a
las raices de varias especies de Convelvuliceas que desde antes
de la Conguista se ha empleado en medicina tradicional por
tener en sus raices resinas purgantes. la verdadera "Raiz de
Jalapa es Ipomoea purga (Jalregui, 1855), sin embargo existen
an &1 mercado raices de otras especies que se conocen <Como
nfalgas jalapas" y también se expenden como "Raiz de Jalapa®
(Pedraza, 1982). la difusidén internacional que consiguid la
raiz de Jalapa a partir de la Conquista espaficla y el éxito de
sus aplicaciones cemo purgante trajo como consecuencia la
bisqueda de otras especies gue tuvieran resinas purgantes y que
sirvieran para sustituir la droga. La mayoria de las especies
gue se han utilizado para la obtencién de resinas en México,
pertenecen al género Ipomoea; sin embargo, en otros paises se
han utilizado adem&s, especies de otros géneros como
Convolvulus, Operculina y Merremia, principalmente.

Entre el complejo "Raiz de Jalapa" se encuentran I.
orizabensig, I. purga e I. jalapa, todas plantas herbiceas. Se
conocen vulgarmente como “raiz de escamonea de México", "Jalapa
de Orizaba" o *Raiz de Jalapa".

Ipomoaa orizabensis

La Jalapa de Orizaba o resina escamonea mexicana, es la
raiz desecada de la I. orizabensis, planta voluble, fusiforme
de uncs 60 cm de longitud. La rafz se colecta en el estado de
Veracruz en la localidad de Orizaba. La Jalapa de Orizaba se
utiliza principalmente para la preparacién de la resina de su
nombre. Los indigenas utilizaban esta planta como purgante
(Evans, 1991). La resina de I. orizabensis es mis gcluble en
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éter que la resina de Jalapa (Evans, 1991).

La guperficie externa de la rafz estd recubierta por un
sGpber de color parde griséceo y arrugade. La superficie del
corte transversal es grisdcea o pardusca y muestra unos tres
anillos concéntricos de haces fibrovasculares {Evans, 1991).

El tejido parenquimatoso, tanto de 1la regidn cortical como
de la central, recuerda al de la Jalapa, por contener almidén
Yy oxalato cdleico. Al igual que en é&sta, en los cortes se
‘aprecian numerosas células secretoras dispersas en un contenido
resinoso, La droga contiene olor ligeroc, y sabor ligeramente
acre. Cuando se extrae con alcohol (90 %) da alrededor del 10
al 20 % de una mezcla resinosa compleja, de 1la que
aproximadamente el 65 ¥ es soluble en é&ter. Los principales
componentes de la resina de Orizaba son metil -pentosas y otros
heterdsidos del 4cido jalapindlico Yy su éster merilice, También
hay sitosterol y heterSsidos de fitosterol (Evans, 1991} .

Ipomoea purga

Rafiz de Jalapa, la Jalapa esti constituida por los
tubérculos o raices tuberosas, desecados, de la I. purga, de
tallos volubles. La mayor parte de la droga se exporta del este
de México. Los tubérculos de jalapa son fusiformes, napiformes
© irregularmente oblengos y de unos 2-15 em de longitud. Son
sumamente durcs y pesados. La superficie estd cubierta de siber
pardo oscuro, arrugado y sefialado por lenticelas transversales
y de color md&s claroc. Los trozos mayores pueden tener
incisiones efectuadas para facilitar la desecacién. Los
tubérculos se pueden ablandar, para realizar cortes en ellos,
mediante maceracidn prolongada en agua. En corte transversal se
aprecia un interior gris&ceo, un anillo cambial completo,
bastante préximo a la parte externa y con numerosas lineas
oscuras irregulares en su intericr. La droga posee ligero olor
empireumdtico; el sabor es al principio dulzaino y acre
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después. La Jalapa contiene del 18 al 1% % de resina en sus
células secretoras, que dan un color amarilloc como agua de
yodo. Puede extraerse de la droga pulverizada con alcohol
hirviente (90 %). Vertiendo una tintura concentrada en agua, la
resina precipita y puede ser recogida, lavada y desecada
(Evans, 1991).

La complejidad de estas resinas de Convolvuliceas
dificulta su aislamiento en forma pura, habiendo sido
estudiadas mediante investigacién de los productos de su
hidrbélisis (&cidos grasos volitiles de cadena corta, &cidos
grasos hidroxilicos y azdcares) (Evans, 1991},

Metabolitos secundarics presentes an el complejo *Rafz de
Jalapa®

Los tubérculos del complejo "Rafiz de Jalapa" contienen en
general, almiddén, oxalato cdlcice, azicar no cristalizable,
goma, materia colorante y dos resinas; la jalapina y la
convelvulina, &cide jalapindlico y algunas sales minerales
{(Cabrera, 1975).

El" principio activo es la resina, que obra como un
purgante enérgico, provoca afluencia de lfiquidos en el
intestino por accidn irritativa, lo que aumenta la produccién
de bilis y estimula los movimientos peristélcicos {Cabrera,
1975).

Las resinas purgantes de las convolvulaceas, estan
formadas por una mezcla de glicorresinas. Estas son compuestos
de naturaleza lipidica gue tienen en su molécula un acido graso
oxhidrilado enlazado a varias unidades de azdcares, algunos
‘esterificados con &dcidos volatiles. La figura 9 muestra 1la
estructura de la orizabina I, una glicorresina obtenida de la
"rafz comercial de Jalapa" (Noda et al ., 1987}.
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Fig. 9 Estructura de Ia orizabina |, una glicorresina obtenida de la "raiz
comercial de jalapa". Esta formada por el 4cido jalapinélico
(11-hidroxipaimitico, unido a cuatro azucares: fucosa, glucosa esterificada
con 4cido nilico, rahmnosa, con écido tiglico y quinovosa, con #cido
metilbutirico) (Noda et al, 1587).
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Uso de glicorresinas de otras especies de Ipcmoea

A las glicorresinas, ademds de propiedades purgantes, se
les atribuyen otras propiedades. Se ha mostrado que las resinas
glicosidicas de ciertas especies de Ipomoea tienen actividad
antitumoral en ratones. I. orizabensis inhibe el crecimiento
del sarcoma 37 (Bilkin et al., 1952); I. leari muestra
actividad contra el carcinoma de Walker 256 en ratas (Bhakuni
et al., 13%69; Sarin et al., 1973); e I. bahiensis, es activa
contra la progresién del Sarcoma 180, en ratones (Bieber et
al., 1986}.

La actividad antimicrobiana de las glicorresinas aigladasg
de I. pahiensis se ha reportado contra una gran cantidad de
microorganismos represantativos de hongos y bacterias gram (+)
Y gram (-) (Bieber et al., 1986).

4-Ipomeancl

Otro producto relacionado es el 4-Ipomeancl, toxina
aislada del camote (Ipomoea batatas) infectado por hongos, que
cuando se ingiere, afecta al pulmén Y rifién de los mamiferos.
El 4-ipomeancl es oxidade selectivamente por enzimas de ciertas
células del pulmén, para dar un aldehido reactivo; asi se
provee de un potente agente alquilante, tan sélo en las cé&lulas
que contienen el sistema enzim&tico activado (que aparentemente
son células que han sido alteradas o daiiadas) (Evans, 1%91;
Verschoyle et al., 1993). El 4-Ipomeanol es una droga nueva que
se empieza a emplear en personas afectadas por cancer
bronquiocalveolar (Rehm y Devor, 1993).

Asf, la investigaciébn de la actividad genotdéxica de
compuestos derivados de plantas de uso medicinal Y el estudio
de su potencial protector y modulador, puede aportar elementos
valiosos en la campo de la salud (Brusick, 1987). Muchos
metabolitos secundarios han sido caracterizados fitequimica vy
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farmacolégicamente, peroc poco se ha estudiado la posible
interaccidn entre el metabolito y el material genético de los
organismos, o actividad genotéxica. La actividad genotéxica
puede manifestarse por el incremento en la frecuencia de
alteraciones genéticas {efecto mutagénice); o por el contrario,
puede ocurrir que el compuesto interfiera con la formacidén de '
alteraciones genéticas inducidas inicialmente por otro
compuesto mutagénico (efecto antimutagénico).

Drosophila melanogaster COMO SISTEMA DE PRUEBA

La mosca de la fruta, Drosophila melanogaster, ha sido
utilizada en pruebas de mutagénesis de manera rutinaria. En
este organismo se pueden analizarse un amplio espectro de
alteraciones genéticas inducidas por agentes ambientales, tanto
en cé&lulas somiticas como en células germinales (Rodriguez-
Arnaiz y Ramos, 1992).

Biologia del desarrollo

Desde el momento en que la larva eclosicna del hueve,
hasta que emerge el image (adulto), el ciclc de vida de
Drosophila es aproximadamente de 192 horas a 25 % 1 °C. La
larva pasa por tres estadios y dos mudas larvales, la primera
muda ocurre & las 25 horas y la segunda a las 48, la formacidén
del pupario se da aproximadamente a lags 96 horas (Demerec,
1965; Roberts, 1986; Ramos et al., 1993} (Fig. 10).

En apariencia, las cé&lulas imagales que no estdn
involucradas en actividades esenciales de 1la larva, son
distinguibles de las células larvales por su tamafio pequefio,
constitucidn diploide de los cromosomas, retencitn de la
capacidad de divisién celular, y porgue alcanzan su
diferenciacién hasta que entran a la metamorfosis, estén
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Fig. 10 Ciclo de vida de Drosophila melanogaster, duracién de los
estadios a259C,
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contenidas en los discos imagales, estructuras en forma de saco
que aumentan de tamafio por las mitosis sucesivas durante el
desarrollo larvaric. Las células larvarias forman el cuerpo de
la larva, estas células han perdidc su capacidad de divisién y
solamente aumentan de tamafic por presentar politenia
{duplicacién del ADN sin citocinesis) (Demerec, 1965; Wilkins,
1986; Wirgler y Vogel, 1986; Pomerai, 1990}.

Durante la metamorfosis, la hormona ecdisona desencadena
una sgerie de cambios en el organisme, gue involucra 1la
destruccién de ciertos tejides y érgancs de la larva, y la
organizacién de lag estructuras del adulto, a partir de las
células de los disces imagales. Los tubos de Malpigi se alteran
poco durante la metamorfosis, aungue si sufren algunos cambios
en su composicidn estructural; el térax se forma por 1la
combinacién de varios digcos imagales. Las extremidades, ojos,
antenas, alas y el aparato genital se diferencian a partir de
su disco imagal respectivo que sufre una histogénesis durante
el desarrollc pupal (Fig. 11).

Matabolismo _

La biotransformacidén de compuestos no reactivos a
metabolitos mutagénicos antecede en ocasiones a la induccién de
mutaciones. En la modificacién quimica de los compuestos
participan diversas enzimas cuya actividad depende de genes
especificos y en consecuencia, la diversidad en la informacidn
genética de los organismos se manifiesta en la diferente
capacidad de éstos para llevar al cabo esta biotransformacidn;
en la gue se generan a su vez, compuestos con estabilidad
quimica variable como algunos electré6filos que interaccionan
con el ADN. Las lesiones premutagénicas, producto de esta
interaccidn son, reparadas también mediante la participacidn de
enzimas, ya sea por mecanismos libres de errores, en cuyo caso
la alteracién se elimina; o por mecanismos sujetos a error,
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Fig. 11 Los discos imagales de Drosophlia melanogester originan diversas estructuras del adulto
* Por una serle de divisiones mitdticas.
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mediante los cuales ge fijan y promueven las mutaciones (Ramel,
1986; Waters et al., 1990).

Los andlisis bioquimicos realizados tanto en larvas como
en organismos adultos de Drosophila melanogaster, han revelado
gue poseen alta capacidad de activacién-desintoxicacién, por la
presencia de enzimas'dependientes de citocromo P-450, similares
2 la fracciédn s9 del higado de mamiferos (Baars et al., 1980;
Hallstrén et al., 1992). El sistema citocromo P-450 de estos
organismos se encuentra distribuido en mayores concentraciones
en el intestino medio, en los cuerpos grasos y en los tdbulos
de Malpigi. A nivel subcelular, 1las monooxigenasas se
encuentran localizadas en retfculo endoplasmitico liso ¥ en las
mitocondrias (Kulkarni Yy Hodgson y, 1980; Hodgson y Randy,
1991).

Prueba de mutacidn y recombinacisn somiticas (SMART)

La prueba de mutacién y recombinacién somiticas (Somatic
Mutation and Recombination Test, SMART}, es una metodologia que
se basa en el desarrolle de Drosophila, de manera que 1la
induccidén de alteraciones durante el desarrolle en 1la
informacidn genética de las células imagales se manifiesta
fenotipicamente en todas las células hijas derivadas de 1la
célula madre mutante, constituyendo asi un clon celular que se
expresard en el cuerpo de la mosea adulta comeo una mancha
mutante distinguible, cuando se utilizan marcadores fenotipicos
apropiados (Baker et al., 1978; Graf et al., 1984; Vogel vy
Zijlstra, 1987) (Fig. 12).

Es un sistema que permite detectar la capacidad de los
compuestos para inducir mutacién y recombinacidén a nivel
somdtico. Este tipo de estudios cobran dia con dia gran
importancia debido a que existe correlacién entre la actividad
recombinogénica y la carcinogénesis.
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Clon: mwh

Fig. 12 Produccién de un clon mwh en células aiteradas, mediante divisién mitética.
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Cuando se evaldan compuestos algquilantes, la SMART tiene
valores altos de sensibilidad (0.75 - 0.78) y especificidad
(0.83 - 0.86) {Vogel, 1987; Graf y Wirgler, 1988; Vogel ¥
Szakmary, 1990). Con esta prueba se han obtenido ademas
resultados positivos con diversos mutdgenos y una gran variedad
de promutdgencs (Wirgler y Vogel, 1986). '

Ademés de ser un sistema relativamente ripido, el nimero
de células por organismo es elevado: 24,400 c¢é€lulas para el
protocolo que emplea células de las alas (Clements et al.,
15888} . :

La duracién de la etapa disponible para aplicar la prueba
{fase larvaria) permite diseflar protocolos combinados gque
incluyan tratamientos consecutivos o bien combinaciones de
éstos: crénico-agudo, agudo-crénico y meszclas. Lo anterior
resulta importante si se busca establecer la existencia de
sinergismo positivo {potenciacién), o de sinergismo negativo
{antagonismo) entre dos o mis sustancias (Casarett, 1975).
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Objetivo general:
"Determinar el efecto genotdxico Y antimutagénico de 1la

resina de plantas medicinales del Complejo "Raiz de Jalapa"
empleando la prueba de mutacién Y recombinacién sométicas de
las células de las alas de Drosophila melanogaster".

Los objetivos particulares del presente trabajo son:

Analizar el potencial genotéxico de la resina de la raiz
de Ipomoea jalapa mediante 1la prueba de recombinacién
somdtica en cé&lulas de las alas de Drosophila
melanogaster.

Determinar si la resina de Ipomoea jalapa tiene potencial
antimutagénico sobre la genotoxicidad de 1la N-Nitroso
dimetilamina (DMN) en células somiticas de las alag de
Drosophila melanogaster.

Comparar el potencial genotéxico y antimutagénico de las
reginas de las tres especies del género Ipomoea: I.
orizabensis, I. purga e I. jalapa mediante la prueba de
mutacidén y recombinacidén somiticas de Drosophila
melanogaster.

Determinar el efecto genotéxico de una resina purificada
(resina B) de la raiz de Ipomoea orizabensis.

Determinar el efecto antimutagénico de 1la resina de la
raiz de Jpomoea orizabensis en contra de dos mutigenos de
referencia (MMS y MMC) utilizando la prueba de mutacidn y
recombinacidén somiticas de Drosophila melancgaster.
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6.

Comparar el potencial genotdxico y antimutagénico de 1la
vitamina C y de la resina de Ipomoea orizabensis sobre la
genotoxicidad de la N-Nitroso dimetilamina en células
somiticas de Drosophila melanogaster.

Analizar el posible mecanismo de accién implicado en el
efecto antimutagénico de la resina de Ipomoea orizabensig.
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MATERIALES Y METODOS
Compuestos Quimicos

N-Nitrosodimetilamina (DMN) [CAS 62-75-%], Vitamina C
(acido ascSrbico) [CAS 585-68-2], Mitomicina € (MMC) [CAS 50-
g7-71, Tween 80 (polioxietileno-sorbitano monooleato} [CAS
9005-65-6] de Sigma; Metilmetanosulfonato (MMS) [CAS 66-27-3]
de Aldrich; Dimetil Sulféxido (DMSO} [CAS 67-68-5], Sacarcsa
[CAS 57-50-1] de Baker; Celulosa microcristalina de Merck.

Los extractos (resinas) de la raiz de las especies del
género Ipomoea: I. orizabensis, I. purga, I. jalapa y la resina
B de I. orizabensis fueron amablemente proporcionadas por la
Dra. Ma. Cristina Pérez Amador, del Laboratorio de Quimica de
la Facultad de Ciencias de la UNAM y ge obtuvieron mediante una
extraccidn convencional (*forma oficinal”).

Concentraciones y forma de preparacién de las soluciones de
resinas

En experimentos preliminares se seleccionaron las
concentraciones de los mutdgenos modelo (testigos positivos),
DMN (926 ppm], MMS [1 mM] y MMC [0.625 mM], ya que a estas
concentraciones sSe incrementa de manera significativa la
frecuencia de manchas mutantes (variable de respuesta), en la
prueba de mutacién y recombinacidn somdticas de Drosophila.

Con respectc a las resinas, se seleccionaron las
concentracliones m&s altas que no parecieron resultar téxicas
para los organismos expuestos en tratamientos preliminares; los
valores seleccionados abarcaron de 50 hasta 6250 ppm. Al ser
insoluble en agua y en otres digolventes, las resinas de
Ipomoea se solubilizaron utilizando dimetilsulféxido (DMSO) y
Tween B80. La resina se colocé en DMSO y se agitdé hasta
disolverse, posteriormente se agregd Tween 80 Yy se volvid a
agitar; por Gltimo, y gota a gota, se agregs el agua necesaria
para realizar la solucidn y se agitd, hasta homogeneizar, la
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concentraciébn f£inal del DMSO y Tween 80 fue del 1.5 v 1 %
respectivamente. Para la resina B de Ipomoea orizabensis la
concentracidn del DMSO se incrementd al 2 % y la del Tween B0
al 1.5 %¥. El Tween 80 le dio estabilidad a la solucidn, ya que
al agregar el agua en ausencia de éste, la solucidén adgquiria
una coloracién lechosa {se formaba una emulsién), que al poco
tiempe se precipitaba, lo gue se evitd con el uso del Tween 80.

Sistema de Cruzas
Se ut;lizaron dos lineas con marcadores fenotipicamente

reconacibles:

i) fIr}/In{(3LR)TM3, ri p® sep bx* e’ Ser {o de forma abreviada
f1r/T™M3, Ser) '
ii) mwh/mwh

£ marcador flr (3-38.8) es codificadoc por un gen
antosémico recesivo, letal en condicién homocigbtica, pero que
resulta viable en mutantes somdticos. Para su mantenimiento se
requiere del cromosoma balanceador TM3, Ser, un cromosoma
especialmente contruido que tiene miltiples inversiones gque
generan arreglos sindpticos complejos que por recombinacidn
provocan fragmentos acéntricos, dicéntricos y anillos
acéntricos entre otras figuras, por lo gue esté cromosoma S€
utiliza para evitar la recuperacidn de arreglos producidos por
recombinacién; ademds, lleva la mutacién letal dominante
Serratia (Ser), que se manifiesta como una muesca en el borde
de las alas, de manera que en esta linea sblo los organismos
transheterocigotos f£I1r'/TM3, Ser son viables. En mutantes
somiticos el flr' altera la forma del tricoma, tiene
expresividad variable por lo que va desde una mancha quitinosa
sobre la superficie del ala, a la forma de una flama, de donde
recibe su nombre (Garcia Bellide y Dapena, 1974; Lindsley y

Zimm, 19%0}.
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El marcador mwh (multiple wing hair) {(3-0.0) es autosédmico
recesivo y provoca la produccidn de tricomas miltiples {(de 2 a
1¢ o mads) por célula, comparado con uno por célula en las
moscas de tipo silvestre (Lindsley y Grell, 1968; Lindsley y
Zimm, 1990).

La cruza progenitora se realizé con hembras virgenes
£1r'/In(3LR)TM3, ri pP sep bx’** &' Ser (o de forma abreviada
£1X/T™3, Ser! de 72 + 4 horas de edad y machos mwh/mwh de 48
+ 4 de edad (para una descripecidn detallada de los marcadores
consultar Lindsley y Grell, 1968; Garcia Bellido y Dapena,

1974; Lindsley y Zimm, 1990).

' Las larvas trasheterocigéticas f1r'/mwh conforman 1a mitad
de la progenie, la otra mitad consiste en laxvas TM3, Ser/mwh,
No existen diferencias evidenteg entre los dos tipos de larvas,
Por lo que se tratan juntas pero, después de la metamorfosis,
las moscas libres de inversién: + fl1r'/mwh +, tienen alas
silvestres y pueden distinguirse claramente de las moscas
adultas portadoras del cromosoma balanceador Y en consecuencia,
de miltiples inversiones: TM3, Ser/mwh, gue presentan alas con
muescas en los bordes (Fig. 13). Durante la metamorfosis las
células que constituyen la hoja del ala forman un proceso
unicelular (pelo o tricoma), de manera que la cuantificacién de
pelos o tricomas es eguivalente con las células que les dierocn
origen (Fig. 12).

Lag alteraciones genéticas causan fenotipos reconocibles
en las células de las alas, de manera que en un contexto de
tricomas silvestres, pueden observarse tricomas que expresan el
fenotipo flr’, mwh o ambos. La recombinacién entre los
marcadores mwh y f£lr’ genera manchas sencillas mwh. Las manchas
mwh también pueden originarse por otros eventos genéticos,
tales como delecidn, mutacién puntual y no disyuncién (Graf et
al., 1984; Becker et al., 1%76}. Por otro lado, 1la
recombinacién mitética entre f1r' y el centrémero produce
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X
F,
fIr+{+ mwh TM3,Ser/+ mwh
Transheterécigas Portadoras det balanceador
Alas silvestres Alas Serrata

Fig. 13 Origen de las moscas Hbree de inversion (ﬂr’*f* mwh) y portadoras de
fnversién (TM3,Serf+ mwh). Y
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manchas gemelas mwh-flr’, por su origen, este tipo de manchas
son indicadoras de recombinacién (Fig. 14).. En general, el
tamafio de un clon es mayor cuando se induce en larvas jévenes
(24 a 498 horas), y de menor tamaiio si se producen en larvas de
mayor edad (72 o mis horas); ya gue mientras mis avanza la edad
de la larva se tienen mds cé&lulas blanco que participarén en
menos divisiones mitéticas (Garcia Bellido y Merriam, 1371;
Sezabad et al., 1983) (Fig. 15).

pQProcodimicnto Experimental

Para la realizacién de este trabajo se desarrollaron dos
tipos de protocolos con el fin de determinar la actividad
genotdéxica de las xesinas de las especies del género Ipomoea y
su potencial antimutagénico cuando se administran antes ©
después de los controles positivos {mut&genos de referencia).
La figura 16 muestra un esqguema de los dos protocolos. En el
primero, las larvas se expusieron por 48 h a la resina
{tratamiento crénico), y posteriormente al wutdgeno de
referencia por 6 h (tratamiento agudo). En el segundo, se
administré primero el tratamiento agudo con el mutdgeno por &
horas y, posteriormente el tratamiento crbénico con la resina
durante 48 h. bara evaluar si las resinas son genotdxicas se
utilizaron los mismos protocolos pero, se sustituyé a los
mutagénos de referencia por sacarosa al 5%.

Tratamnientos

Para obtener larvas de edad similar, 72 horas después de
realizar la cruza se colectaron huevecilles al transferir a los
progenitores a medio fresco por 8 h. A continuacidn se indica
el procedimiento seguidc en cada uno de los proteocolos.

1) A frascos que contenian las larvas de 24 ¢ 4 hr de edad
se les agregé 1 ml de 1la solucién de las resinas, gue se
distribuyd sobre la superficie del medico de cultivo
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Fig. 15 A} mmehc grande producida en #1 desarrollo temprana de Drosophils melawnogaster
B) mancha chica producida en sl desartollo \ardio de Drosophuis melanogaater,
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Protocolo 1. Exposicién: 48 X 6 hrs.

Estaction daf ciclo de vida rhuw]r-—h*m w metamortost 7%

Tiempo de los iratamisnios f-_—m_ : -
240 homas

0 “u @ 7 120

Protecolo 2. Exposicion: 8 X 48 Ivs.

Estadios el cicio de vida [hwva»“ ﬁ—le——_—_ mm__jm
Tempo de fos tratamientos // //

o 24 a8 v 240 horas
Tratamientcos; .

I Agudo : Mutdgencs de cefarancia (DMN, MMS y MMC) 0 sacarasa al 5%.
Crdnico: cesinas de jpomosa (1. orizabensis, l puma.l jalapayla
m resina B de /. cvizabonsis), vitami

£1g. 18 Esquema ds protocolos utiitzados

55




{tratamienteo crénico}, transcurridas 48 horas se extrajeron las
larvas de acuerdo con el procedimiento de N&thinger (1970}, que
congiste en separar las larvas del medio mediante una solucidn
concentrada de sacarcsa al 20 %, posteriormente la solucién se
virtid en un embudo de separacién, del gque se recuperaron las
larvas por flotaciém, wutilizando una malla de nylen, se
enjuagaron en agua corriente, se colocaron en un tubo
homeopdtico de 10 ml de capacidad, al cual se le £ijé en un
extremo una gasa de nylon, y un tapén de hule espuma en el
otro; posteriormente é&ste se introdujoe en un vaso de
precipitado de 10 m! conteniendo 0.06 g de celulosa
microcristalina en peolve y 0.5 ml de la solucién a tratar
{mutdgeno de referencia o sacarosa al 5 %) por 6 horas
{tratamiente agudo}, después 1los tubos homeopdticoes se
retiraron del vaso, las larvas se enjuagaron en agua corriente
Yy se colocaron en frascos con medio de cultivo fresco para que
continuaran su desarrollo. Asf la exposicién total fie de 48 X
6 horas.

2} Larvas de 72 s+ 4 horas, extraidas como se indicéd
anteriormente, se trataron en forma aguda con el mutigeno de
referencia, después de 6 h se enjuagaron con agua corriente Y
se colocaron en frascos con medio fresco sobre el que se agregd
1 ml de la solucién de resina (tratamiento crénico), y se dejd
que continuaran su desarrollo como se indicé en el primer
protocolo, para una exposicidn total de 6 X 48 horas. De manera
paralela se corrieron los testigos negativos concurrentes.

El antioxidante, vitamina C se probs bajo los mismos
criterios de experimentacién y utilizando ambos protocolos.
Como disolvente se utilizé agua destilada y se probaron 100,
1000 y 2500 ppm de vitamina C por 48 h y el mut&geno utilizado
fue la DMN. Para cada lote se realizdé un experimento Yy una

repeticidn.
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Anidlisis de las alas
Una vez obtenidas las moscas adultas se sacrificaron por

exceso de anestesia (éter) y se fijaron en etanol al 70 %. Las
alas se separaron con la ayuda de unas pinzas de relojero y se
montaron en portacohjetos utilizando solucidn Fauré (Graf et
al., 1984). En cada laminilla se montaron 40 alas, 20 de
hembras y 20 de machos y se analizé la superficie ventral Y
dorsal de la hoja de cada ala con un microscopio éptice, a un
aumento de 40X. Cada mancha se registrd de acuerdo a la seccidn
del ala en la que se localizaba (Garcfa Bellido y Merryiam,
1571; Graf et al., 1984); el mimero de células gue la formaba;

Y. el fenotipo de &sta: mwh, flr o ambos {Fig. 17).

Anilisis Estadiastice

los datos se procesaron con la ayuda del preograma de
computo SMART (Wiirgler 1988 no publicado), Y el procedimiento
de decigién miltiple de Frei y Wirgler (1988}, con un nivel de
significancia del 5 ¥%. La decisién se basa en el contraste de
dos hipdtesis. .

La hipbtesis nula (Ho), sefiala, que no hay diferencias en
la frecuencia de mutacidn entre las series testigo y las
tratadas. Si en estas dltimas, la frecuencia de mutacién se
incrementa de manera significativa, la Ho se rechaza. Por otro
lado, la hipétesis alternativa (Ha), postula, que en las series
tratadas hay un incremento estadistico igual a "m" veces la
frecuencia basal. Dado que la frecuencia de manchas sencillas
de menos de tres células y de manchas totales, es mucho mayor
que la frecuencia de manchas simples, de mds de tres células Y
la de manchas gemelas, se utiliza m = 2 para las primeras y m
= 5 para las dltimas.

La aplicacifn de éste andlisis estadistico puede llevar a
cuatro tipos de resultados: si no se rechaza la Ho y se rechaza
la Ha el resultado es negativo (-}, por el contrario, si se
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Fig. 17 Sectores del ala de Drosophila melanogaster utliizados en la prusba de mutacion y
racombinaciéon somiticas.
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rechaza la Ho ¥ no se rechaza la Ha, el resultado es positive
{+4); por otro lado, si las dos hipétesis se rechazan, el
resultado se considera débil positivo (d+), y si ambas no se
rechazan, el resultado es indeterminado (i) ({Tabla VII).

En algunas ocasiones surgen células con dos tricomas, esto
puede deberse a alteraciones en la diferenciacién celular que
nc corresponden a expresiones tipicas de mwh por lo que, para
evitar errores en la clasificacién, las manchas de 2 pelos
Unicamente se cuantificaron como expresiones mwh s6lo cuando
formaban parte de una mancha en la que habia al menos una
célula mwh, con mis de tres pelos (Graf et al., 1984). Las
manchas grandes tienen una forma elongada en la direccidn del
eje longitudinal del ala y pueden presentar forma de Z, Aunque
la mayoria de las manchas son continuas, en ocasiones se pueden
presentar hileras de tricomas silvestres entre una mancha,
probablemente debide a la separacién parcial de las cé&lulas del
clon durante el desarrolle por presiones tisulares o
movimientos celulares independientes (Garcia Bellido y Merriam,
1971) . Para la valoracidén de este tipo de manchas y de acuerdo
con los criterios utilizados por Graf et al. (1984} se contaron
come manchas independientes agquellas que se encontraban
separadas por tres o mis hileras de tricomas normales.

Prueba U de Mann-Whitney

Es una prueba no paramétrica, que se basa en 1a
comparacién de los rangos en los que se presentan las
observaciones, se utiliza mas informacién que la prueba de la
mediana y esta proueba se fundamenta en las siguientes
suposiciones:

i) Los dos tratamientos, de tamafios n y m,
respectivamente, que se utilizan para el andlisis son extraidos
independientemente de sus poblaciones respectivas.
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‘Tabla VII. Diagnéstico estadistico del procedimiento de decisidn
multipie de Frei y Wirgler (1988).

__
HIPOTESIS no ge rechasa Se rechaza
Ha Ha
no eeHrechz'a Indeterminado Negative
Q .
Se rechaza Positivo Débil
Ho Positivo
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ii) La escala de medicién es por lo menos ordinal.

iii} Las poblacicnes son diferentes sélo en lo que

respecta a sus medianas.

La prueba consiste en el contraste de las siguientes
hipdtesis, lo que depende de la informacién que se tenga con

respecto al efecto del tratamiento bajo anidlisis:

1) Hipétesis nula (Ho): las Z poblaciones tienen medianas

iguales Ho: A'y B tienen la misma distribucién.

2} Ha: Las poblaciones no tienen medianas iguales, nl
diferente de n2.

3} Ha: La mediana de la poblacién P > que la mediana de
poblacidn Z.

4) HA: La mediana de la poblacién P < que la mediana de
poblacién 2.

Egta prueba es Gtil para analizar la dispersién en
distribucién del nimero de manchas por mosca ¥ el nimero
células por mancha; la distribucién se modificé cuando
encontyraron diferencias significativas a una P < 0.0S

eg

la

la

1a

de
se

En la figura 18 se muestran un resumen de la metodologia.
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Cruza: 2¢ fir 3/ TM3, Ser X oo mwhimwh

Edad de las farvas y duracion; Protocolo 1: 48 x 6
2: 6x48

Compuesto a probar: Resina: /. orizabensis [2500, 3750, 4375, 5000 y 6250 ppm)
1. jalapa [250, 500, 2500 y S000 ppen]
I. purga {50, 100, 250 y 500 ppm)
B de /. orizabensis {250, 500, 2500 y 5000 ppm)
Disclventes: DMSO {1.5 %) + Tween 80 [1.0 %)
Vitamina C {100, 1000 y 2500 ppm)
Disolvente: agua destilada

Centrol positive: N-nitroso-dimetilamina, DMN {925 ppmj

Metilmetano sulfonato. MMS [1mM) Disolvente: sacarosa [5 %}
Mitomicina C [0.625 mM}
Tamaiio de muestra: 120 alas
Rapeticiones: 2
Registro de datos: las alas se revisaron a 40X y se contabilizé el nimero,
tamario y tipo de mancha

Andlisis estadlstico; segin Frei y Wirgler, 1988
U de Mann-Whitney

Fig. 18 Resumen de la metodologla.
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RESULTADOS

Los resultados obtenides en cada repeticidén fueron
comparados, y al no encontrar diferencias entre ellios, se
procedid a sumarlos con el fin de obtener el tamafio de muestra
propuesto.

Mutagénesis
Ipomoea falapa

En las tablas VIII ¥ IX, se presentan los resultados
cbtenidos en los tratamientos con 7I. jalapa. La resina
administrada a larvas de 24 (48 X 6 h) o de 72 (6 X 48 h) no
modificd la frecuencia de manchas {ftiguras 19a y z20a}, aungue
en general, en las larvas tratadas a las 24 h de edad la
frecuencia de manchas fue menor en las series experimentales.
De igual manera, no alterd la dispersidn del ndmero de cé&lulas
por mancha (figuras 19b y 20b) y la dispersién del nimerc de
manchas por mosca (figuras 19¢ Y 20c), con respecto a sus
testigos negativos.

Los resultados de las especies de I. purga y de I.
orizabensis fueron tomados de Garcia et al., 19933 y de MuRoz-
Moya, 1994, para hacer las comparaciones correspondientes ya
que estas plantas pertenecen al "complejo jalapa".

Ipomoea purga

No se reportan diferencias significativas entre las las
moscag tratadas con la resina de I. purga y las del lote
testigo, en la frecuencia de manchas por ala recobradas en
ambos tratamientos (figuras 21a Y 22a). En las larvas tratadas
alas 72 h de edad, la frecuencia de manchas fue menor en las
series experimentales con concentraciones de 100 a 500 ppm de
la resina. La dispersién de 1a distribucién del nfimero de
células por mancha vy de la distribucidn del nimero de manchas
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POr mosca no se modificd en las larvas éxpuestas a las 24 h de
edad (figura 21b v c}, mientras que en las tratadas a las 72 h
se encontrd mis dispersidn que en la serie testigo, sin embargo
ésta no alcanzd a ser significativa (figuras 22b y <) (Garcia
et al., 1933).

Ipomoea orizabensis

No se reportan diferencias en la frecuencia de manchas en
las larvas tratadas a primer o tercer estadie {figuras 23a y
24a). En las larvas tratadas en el primer estadio, 1la
dispergién en la distribucién del nidmero de células por mancha
fue menor en las series experimentales a partir de 4375 ppm,
mientras que se mantuvo sin cambios en las larvas tratadas en
el tercer estadio (figuras 23b Y 24b). La distribucién del
nimeroc de manchas por mosca no se modificd en ninguno de los
tratamientos (figuras 23¢ y 24c) {Muficz-Moya, 1994) .

Comparacidn de las tres especies de Ipomoea.

En la figura 25 se compara la frecuencia de manchas
totales obtenidas en los tratamientos con cada una de las
resinas. Aunque como se indicd en ningin caso las frecuencias
se modificaron de manera significativa, en las larvas tratadas
en el primer estadio, la resina de I. Purga produjo frecuencias
ligeramente myores, mientras que lo contraric se observd para
los tratamientos con la resina de I. orizabensis {figura 25a}.
En las larvas tratadas en el tercer estadio, las tres resinas
tuvieron un efecto similar, aunque las frecuencias mencres
correspondieron nuevamente a Jlos tratamientos «con I,
orizabensis (figura 25b). Los resultados mostrados sugieren que
la edad de la larva no influye de manera determinante en 1la

respuesta obtenida.
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Antimutagéneszias
Ipomoea jalapa

La DMN es un mutageno que modifica en un orden de magnitud
la frecuencia de manchas por ala, de 0.30 {valor promedio} en
los testigos negativos a valores mayores a 3.00. Cuando se
administré la DMN después que la resina de I. jalapa (48 X &)
{Tabla X)), 8e observ®é un incremento gignificativo en la
frecuencia de manchas inducidas por el mutdgenc en las
concentraciones de 250, 500 y 2500 ppm de la resina. En 1la
concentracién mis alta de la resina (5000 ppm) el incremento
s8lo fue significativo para la frecuencia de manchas grandes
(figura 26a}. La dispersién en la distribucién del ndmero de
células por mancha fue un pocc mayor pero no significativa
{Figura 26b}, mientras que la dispersidn en la distribucidn del
nimero de manchas por mosca fue mayor en todas las
concentraciones de la resina y se desplazd hacia wvalores
maycores (figura 26c). En contraste, al administrar la DMN
previo a la resina no se obhservaron diferencias en 1la
frecuencia de manchas inducidas por la DMN en presencia o
ausencia de la resina (Tabla XI y figura 27a). La dispersidn en
la distribucidén del ndmero de células por mancha inducida por
la PMN, tampoco fueron modificadas por la presencia de 1la
resina de I. jalapa (figura 27b); por otro lado la dipersidn de
la distribucién en el nimero de manchas por mosca se modificéd
en la concentraciones de 2500 y 5000 ppm (figura 27c) (P<0.05).

Ipomoea purga

La exposicién a la resina de I. purga seguida por el
tratamiento con la DMN (48 X & h), mostrd reduccidn en la
frecuencia de manchas chicas en las concentraciones de 100 y
250 ppm de la resina; el resultado fue débil positive para la
frecuencia de manchas totales a 100 ppm (figura 28a) (P<0.05)};
la dispersién en la distribucién del nimero de células por
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mancha gélo se modificd a 50 ppm {figura 28k} ; la dispergidn de
la distribucién del nimerc de manchas por mosca se modificd a
partir de 100 ppm (figura 28c). En la figura 29 se muestran los
resultados del tratamiento con la DMN seguideo por la exposicidn
a la resina de . purga (6 X 48 h). Los tres aspectos
evaluados: frecuencia de manchas, dispersién en la distribucién
de c&lulas por mancha y de manchas por mosca, no se modificaron
por la presencia de la resina en las concentraciones probadas
{figura 29%a-c¢} Garcia et al., 1993).

Ipomoea orizabensis

Las larvas tratadas con la resina de I. orizabensis,
geguida por el tratamiento con la DMN (48 X 6 h), mostraron
cuando adultas frecuencias de manchas por ala
significativamente menores a la inducida por el tratamiento con
la DMN (P < 0.05}, solamente a 2500 y 3750 ppm el resultado fue
débil positive para manchas simples grandes, y gemelas (figura
30a); la dispersién en la distribucién del nimerc de células
por mancha fue menor a la inducida por la DMN ({(figura 30b);
fihalmente, la distribuciédn del nlimerc de manchas por mosca fue
menor y dependiente de la concentracién de la resina (P < 0.05)
(figura 30c). En la figura 31 se muestran los resultados
obtenidos al invertir el orden de los tratamientos (6 X 48 h}.
La frecuencia de manchas simples chicas y mwanchas totales
disminuyé de manera significativa conforme se incrementé la
concentracién de la resina (P < 0.05). Para manchas simples
grandes (2500 y 3500 ppm}, la diferencia en relacifn con la
pMN, fué débil positiva; a concentraciones mayores se
encontraron frecuencias menores (P<0.05). Para las manchas
gemelas, la frecuencia obtenida en el lote con la DMN y 2500
ppm de la resina es similar a la obtenida sélo con la DMN; en
el lote con 4375 ppm, la respuesta fue débil positiva; En todos
los demis lotes con la DMN y la resina, las frecuencias son
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significativamente menores que la frecuencia del lote testigo
(figura 3la}. La dispersién en la distribucién del nimero de
células por mancha fue significativamente menor (figura 31b).
De igual manera, la dispersidn en la distribucién del nimerc de
manchas por mogca se modificd encontrindose un nimero cada vez
mayor de moscas que presentaban pocas o ninguna mancha en sus
alas (P < 0.0%5) {figura 31c) (Mufioz-Moya, 1994).

Comparacidn de las tres sspacies de Ipomoea.

Al comparar la interaccién de las tres resinas y la DMN,
se encontrd efecto antimutagénico en la resina obtenida de
Ipomoea orizabensis, ya que reduce, dependiente de la
concentcracidn, la frecuencia de manchas de manera significativa
{(P<0.05) {figura 32). Este efecto se presenta tanto cuando se
administra antes como después que el mutigeno.

Resina B de Ipomcea orizabensis

La regina purificada de Ipomoea orizabensis que se
encuentra en mayor abundancia (resina B) fué probada siguiendo
la misma metodologia para determinar si en esta fraccién se
encontraba una actividad de proteccidn similar.

Los resultados mostrados en las tablas XII y XIII
indicaron que la resina B no mostrd ser genotdxica para larvas
de primer y tercer estadio, ya que no modificd la frecuencia de
manchas con respecto a sSus testiges negativos concurrentes
(figuras 33a y 34a). En las figuras 33b - ¢ y 34b - ¢, se
observa que la dispersién en la distribucién del nimero de
cé&lulas por mancha y del nimero de manchas por mosca no se
medificd en ninguno de los dos tratamientos con la resina B.

En la tabla XIV y la figura 3%a se muestran los resultados
del tratamiento con la resina B de I. orizabensis geguido por
el tratamiento agudo con la DMN. La resina disminuyd de manera
significativa la frecuencia de manchas chicas en todas las
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concentraciones utilizadas, el efecto fué débil positive para
manchas grandes en la concentracién de 5000 pPpm y para manchas
totales a concentraciones menores a 5000 ppm vy significativo a
ésta. No gse observd efecto en la frecuencia de manchas gemelas.
De igual manera se modificé la dispersién de la distribucién de
la frecuencia de células por mancha Y de manchas por mosca en
todas las concentraciones {(figuras 35b - ¢).

Al invertir el orden de los tratamientos (6 X 48 h} 1la
resina disminuyé con un diagnéstivo débil positive 1la
frecuencia de manchas chicas (250 Y 500 ppm) y el efecto fue
signiticativo a 5000 ppm (P < 0.05). La frecuencia de manchas
grandes y de gemelas se redujo en los tratamientos con 2500
ppm. Con respectc a la suma de las manchas sélc se obtuvo un
diagnéstico de reduccidn débil positivo en los tratamientos con
2500 y 5000 ppm. ({tabla XV y Fig. 36a). La dispersién en la
distribucidén del nimero de células por mancha y la distribucién
del nGmero de manchas por mosca fue menor en los tratamientos
con 2500 y 5000 ppm de la resina (figura 36b y o).

Ipomoea orizabensis y otros mutigenos de refersncia
MMS

La tabla XVI wmuestra los resultados recobrados al tratar
a larvas de primer estadic con la resina (no purificada)
obtenida de I. orizabensis y tratadas después con el MMS {48 X
& h). La presencia de la resina disminuyd de manera
significativa la frecuencia de manchas chicas en las todas las
concentraciones empleadas, el efecto fué débil positivo para
manchas grandes y positivo para manchas gemelas a 2500, 5000 ¥y
6250 ppm de la resina. Al sumar todas las manchas el efecto fue
débil positivo para 2500 y 3750 y positivo para el resto de las
concentraciones (P < 0.05) (figura 37a); de igual manera se
modificd la dispersidn de las distribucicnes del nidmero de
células por mancha y del ndmero de células por mosca en todas
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las concentraciones (figuras 37b - c). (P<0.05).

De igual manera la resina de I. orizabensis, cuando se
administré después gue el MMS (6 X 48 h}, disminuyd de manera
significativa la frecuencia de manchas chicas y totales en
todas las concentraciones utilizadas, el efecto fud débil
positiveo para manchas grandes en las concentraciones de 2500,
5000 y 6250 ppm y positivo para manchas gemelas a 3750 y 4375
ppm {tabla XVII y figura 38a). También se modificd de manera
significativa la dispersidén de la distribucidn del nimerc de
células por mancha y del nlmero de manchas por mosca {(P<0.05)
{figuras 38b y c¢}.

MMC

Como en los tratamientos antericoreg, la resina de I.
orizabensis disminuyd de manera significativa la frecuencia de
manchas chicas y totales cuande se administrd previo ¥y
posterior al tratamiento de la MMC (48 X 6 h y 6 X 48 h}). El
efecto fué mas marcado para manchas grandes en larvas de primer
astadio y en ambos tratamientos no se observd efecto en la
frecuencia de manchas gemelas {tablas XVIII y XIX, figuras 38a
y 40a); la dispersién en la distribucién del nimero de células
por mancha, fué menor en todas las concentraciones (figuras 39b
y 40b) (P<0.05). La dispersién en la distribucién del nlimero de
manchas por mosca fue también menor (P <« 0.05) y conforme se
incrementd la concentracidn probada se recobrd un nimero wayor
de moscas con pocas o ninguna mancha en sus alas (figuras 39c¢
v 40c).

En la figura 41 presentan comparativamente la frecuencia
de manchas por ala, la distribucidn del nimero de células por
mancha y la distribucién del nilimeroc de manchas por mosca
inducidas por los mutdgenos utilizados: MMS, MMC y DMN. El
Gltimo compuesto es el que tiene la mayor actividad genotéxica,
lo que indica la capacidad de respuesta del sistema de
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Drosophila las diferentes especies quimicas, ante las cuales el
efecto protector de la resina de 7. orizabensis resultsd
positivo.

Vitamina ¢
Los resultados obtenidos al evaluar el efecto genotdxico
de la Vitamina C se muestran en la tablas XX, X¥I y la figuras
42 ¥ 43, los datos recobrados mostraron que la vitamina C no es

genotdxica para larvas de primer y de tercer estadio ya que no
se registyd modificacidén en 1la frecuencia de manchas del
testigo negative, asi como en las distribuciones del nimero de
célulasg por mancha y del nfimerc de manchas por mosca.

En la tabla XXII y en la figura 44a se muestra Jque la
Vitamina C, cuando se administra primero que el mutdgeno de
referencia DMN (48 X 6 h), reduce de manera débil positiva sélo
la frecuencia de manchas chicas inducidas por el mutdgenc y no
tiene efecto sobre los otros tipos de mancha; la frecuencia de
distribucidén del ndmeroc de cé&lulas por mancha no se modificéd en
ninguna de las concentraciones {figura 44b}; sb6lo se observd
menor dispersién en la distribucién del ntmero de manchas por
mosca en las concentraciones de 1000 Y 2500 ppm (p < 0.05)
{figura 44c).

Cuando se administré primero la DMN y despuéé la vitamina
C la frecuencia de manchas chicas se redujo de manera dsébil
positiva a 100 ppm y significativamente a 1000 Y 2500 ppm; la
reduccién fué débil positiva a 2500 Ppm para manchas gemelas.
Al sumar todas las manchas, el efecto se mantuvo débil positive
para manchas totales a 1000 y 2500 ppm (Tabla XXIII y figura
45a}; la dispersidén en la distribucién del ntmero de células
por mancha fue menor a 1000 Y 2500 ppm; finalmente, Ila
dispersidn en la distribucién del nfmero de manchas por mosca
fue wmenor y desplazada a valores menores en todas lag
concentraciones probadas (figura 45b y e).
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Tabla VIII. Frecuencia de manchas inducidas con diferentes concentraciones de
la resina de Ipomoea Jalapa en células del ala de Drosophila melapogaster.
Exposicidén: 48 X 6.

Manchas
Compuesto Simples Simples Gemelas [ Totales Div, Frec.
Ngm. chicas Grandes celula 10°%
de res
alas M=2 M=S m=5 =2 Prom.
Testigo 120 27 5 3 38 1.79 1.3
Megativo' (0.22) {0.04)} {0.05) {0.32)
{ 1+Sag™
2840 120 27 4 1 32 1,55 1.1
{(0.22) (Q0.03) {0.01) {0.27)
500 120 20 s 1 28 1.96 0.9
(0.17) (0.04) {0.01) {0.22)
2500 120 21 8 3 32 2,34 1.1
(0.17) {0.07) (0,03} (0.27)
5000 120 16 11 1 28 3.21 1.9
{0.13) {0.08) (0.01) {0.23)

Andlisias estadistico con el programa SMART (Wargler, no publicado), P = 0.05.
‘s DMSO {1.5 %] + Tween 80 {1 %1,

.

» Tratamiento crénico: rasina {ppm] y tratamiento agudo con sacarosa al 5%,
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Tabla IX. Frecuencia de manchas inducidas con diferentes concentraciones de la
resina de Ipomoea jalapa en células del ala de Drosophila melanogaster.
Bxposicidn: & X 48.

Manchas
Compuesto ) Simples simples Gemelas { Totales Div. Frec.
Nom. chicas Grandes celula 103
de res
alas m=2 m=5 m=5 me=2 Prom.
Testigo 118 24 ) 1 31 1.97 1.1
Negativo® {0.20) {3.05) {0.01) {0.26}
Sac+([ 1™
250 116 20 4 2 26 1.92 0.9
(0.17) {0.03) {0.02) {0.22) {-
500 120 29 4 ¥ 33 1.85 1.1
{0.24) (0.03) {0.00) {0.28)
2500 120 27 5 2 34 1.91 1.2
(0.22) (Q.04) {0.02) {0.28)
5000 120 20 5 3 28 2.04 1.0
(0.17) {0.04) {0.03) {0.23)

Andligis estadistico con el programa SMART (Wargler, ne publicada), P = 0.05.
*, DMSO [1.5 %] + Tween 8¢ (1 %].

*”

, Tratamiesnto agudo con sacarcsa al 5% y tratamiente crdnico: resina [ppm].
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de Drosophila melancgaster.
Expogicién: 48 X 5.

Manchas
Compuesto . Simples Simples Gemelas [ Totales Div. Frec.
Nim, chicas Grandes celula 10°%
de res
alag = M=5 M=5 m=2 Prom.
Testigo 110 183 423 85 691 3.21 19.8
Positivo” {1.62} (3.88) (0.78) -} (5.34)
[ 1+DMN
250 100 562 + 689 d+ 244 d+ 1495 + 2.72 48.7
(5.62) {6.89} (2.44) (14.95)
500 i20 475 + 914 d+ 294 d+ 1638 + 2.96 43.1
(3.99) {7.68) (2.47) (14.14)
2500 120 407 + 799 d+ 249 d+ 1455 + 2.96 37.5
(3.39) (6.66) {2.08) {12.12)
5000 120 192 - 541 - 129 d+ 862 - 3.35 23.8
{1.60) (4.51) (1.08) {7.18}

Anéligis astadistico con ¢l programa SMART {Wwirgler, no publicado) : +, positivo;
d+, débil pesitiva; -, negativo; P x 0,05,

", DMSO [1.5 %} + Tween 80 [1.5 %] + DMN [935 ppm] .
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Tabla XI. Frecuesncia de manchas inducidas por DMN + DMSO + Tween y diferentes
concantraciones de la resina de Ipomcea jalapa en células del ala
de Drosophila melanogaster.
Exposicién: € X 48,

Manchas
Compuesto Simples Simplesg Gemalas { Totales Div. Frec.
Num. chicas Grandes celula 10°®
de res
alas =2 Mm=5 M=5 M=2 Prom.
Testigo 120 231 307 73 611 3.04 17.0
Positivo” {1.92} (2.56) {0.62) {5.09)
DMN+[ ]
250 120 159 - 303 - 67 - 569 -~ 3.00 15.2
(1.66) {2.53) {0.56) (4.74)
500 120 173 - 303 - 63 - 566 - 3.18 15.3
{1.44) (2.75) {0.52) {4.72)
2500 120 181 - 3QQ - 59 - 540 - 3.27 14.2
(1.51) (2.50) (0.49) (4.50)
5000 118 175 - 3z2g - 66 - 569 - 3.33 16.1
(1.48) (2.78) {0.56) {4.82)
Andlisis estadistico con el programa SMART (Wirgler, no publicado) : - negativo;
P = 0.05.

*, DMN [925 ppm] + DMSO {1.5 %} + Tween 80 [1 ¥].
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Tabla XII. Fracuencia de manchas inducidas con diferentes concentraciones de
1a resina B de Ipomoea orizabensis en células del ala de Drosophila melancgaster.
Exposicibn: 48 X 6.

Manchas
Compuesto Simples Simples Gemelas | Totales Div. Frec
Nim. chicas Grandes celula 10-®
de res
alag =2 m=5 m=5 =2 Brom.
Testigo 120 28 7 4} 35 1.91 1.2
Negativo' {0.23) {0.06) {0.00) {0.29)
[ 1+Saa™
250 120 a0 4 4] 34 1.50 1.2
{0.25) {0.03) {0.00) {Q.28)
500 120 21 13 [} 34 2.81 1.1
{0.17) {0.11) {(0.00} {Q.28)
2500 120 24 9 1 34 2.00 1.1
{0.20) {0.08) (0.01) (0.28)
5000 120 26 7 3 ig 2.00 1.2
(0.22) {0.06) {0.03) (0.30)

.
’

.

DMSO [2.0 %] + Tween 80 (1.5 %}.

¢

Anflisis estadistico con el programa SMART (Wargler, no publicade), P = 0.05.

Tratamiento crénico: resina {ppm] y tratamiento agudo con sgacarosa al s%.
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Tapla XI1I. Frecuencia de manchas inducidas con diferantes concentraciones de
la resina B de Ipomoea orizabensis en células del ala de Drosophila melanocgaster.
Exposicién: & X 48.

Manchas
Compuesto Simples Simples | Gemelas | Totales Div. Frec.
Nuim. chicas Grandes celula 1078
de res
alas mw2 m=5 m=8 m=2 Prom.
Testigo 120 21 7 2 3¢ 2.17 1.0
Negative‘ {0.17} (0.06) (0.02) {0.25)
gac+{ 1"
250 120 28 S 1 34 1,97 1.1
{0.23) {0.04) {(0.01) (0.28)
500 120 22 & 2 3o 2.13 1.0
{0.18) (0.05}) (D.02) (0.25)
2500 120 20 8 1 25 2.37 0.9
(0.17}) (0.07) {0.01} (0.24)
5000 120 26 ’ 7 3 36 2.00 1.2
(0.22) {0.06) (0.03} (0.30)

pn&lisis estadistice con el programa SMART (Wirglex, ne publicado), P = 0.05.
*, DMSO [2.0 ¥) + Tween 80 [1.5 ¥].

, Tratamiento agudo con sacarosa al S% y tratamiente crénico: resipa [ppm].
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Tabla XIV. Frecuencia de manchas inducidas por DMSO + Tween + DMN y diferentes
concentraciones de la resina B de Ipomoea orizabengis en células del ala
de Droscphila melanogaster.

Exposicién: 48 X 6.

Manchas
Compuesto Simples Simples Gemelas | Totales Div. Frec.
Nim. chicas Grandes celula 10°®
de res
alas [ m=5 ma=5 m=2 Prom.
Testigo 124 117 202 17 336 3.39 9.8
Pogitivo” {0.98) (1.68) {0.14) {2.80)
[ ]+DMN
250 1240 50 164 - 13 -~ 227 4+ 4.23 6.6
{0.42) {1.37) (0.11) (1.89)
500 [1:] 2¢ + 26 - [ 122 &+ 4.55 5.9
(0.29) {1.41) {(0.09} {1.79)
2500 120 39 + 197 - 16 - 262 d+ 4,15 7.2
(0.41) {1.64) (0.13}) {2.18)
5000 120 58 + 135 d+ 13 - 206 & 4.00 5.8
(0.48) {1.12) {0.11} {1.72)

An&lisis estadistico con el programa SMART {(Wirgler, no publicado): +, positivo;
d+, d8bil positivo; -. negative; P = 0.05.

*, DM3O [2.0 %] + Tween #0 (1.5 %] + DMN [325 ppm].

.
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Tabla XV. Frecuencia de manchas inducidas por DMN + DMSO + Tween Yy diferentes
concentraciones de la resina B de Ipomocea orizabensis en células del ala
de Drogophila melanogaster.

Exposicifn: 6 X 48.

Manchas
Compuests Simples Simples Gemelas ] Totales | Div. Frec.
Nfim. chicas Grandes celula 10
de res
alas m=2 m=5 m=5 M=2 Prom.
Tesatigo 118 117 331 48 496 3.99 14.9
Positive” {0.99) {2.81} {D.41) {4.20}
oM+ [ ]
250 1is 82 d+ 349 - 39 - 470 - 3.97 13.1
{0.69) (2.96) {0.33) {3.98) i
500 120 83 d+ 356 - 33 - 472 - 4.11 12.3
{(0.69) (2.97) (0.28) {3.93) -
2500 120 105 - 199 d+ 13 317 d+ 3.56 9.2
{0.8B7) (1.66) {0.11) {2.64)
5000 116 70 + 282 - 32 - 384 G+ 4.15 11.7
{0.60) (2.43) {0.28) {3.31)

Andlisis estadistico con el programa SMART (Wirgler, no publicado): +, pesitive;
d+, débil pesitivo; -, negative; P = 0.05,

*, DMSQ 2.0 %] + Tween 80 {1.5 %] + DMN [925 ppm].
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Tabla XVI. Frecuencia de manchas inducidaa por DMSO + Tween + MMS y diferentes
concentraciones de la resina de Ipomoea orizabensis en células del ala
de Drosophila melanogaster.
Exposicién: 48 X 6.

Manchas
Compuesto Simples Simples Gemelas | Totales Div. Frec.
Nam. chicas Grandes celula 10
de res
alas m=2 M=5 mas m=2 Prom.
Testige 118 48 49 16 113 3.87 3.8
Positive” (0.41) (0.42) {0.14} (0.98)
[ 1+MMS
2500 120 27 + 48 - 7+ 82 d+ 4.20 2.6
{D.22) {0.40) {0.06} (0.68)
3750 120 14 + 55 - 8 ~ ?7 d+ 4,97 2.5
(0.12} {0.46) {0.07) {0.64)
4375 120 17 + 43 - B -~ 68 + 5.10 2.3
(0.14) {0.36) (0.07) (Q.57)
5000 120 10 + 41 - ? o+ 58 » 5.31 1.7
{0.08) {0.34) {0.06) (0.48)
6250 129 20 + 18 d+ 5 + 44 + 3.49 1.4
(0.17) (Q.18) {0.04) {0.37)

Anflisis estadistico con el programa SMART (Wirgler, no publicado): +, positiva;
d+, débil positive; -, negative; P = 0.05.

“. DMSO [1.5 %] + Twaeen 80 [1.0 k1 + MMS [2 mM).
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Tabla XVII. Frecuencia de manchas inducidas por MMS + DMSO + Tween y
diferentes concentracionas de la resina de Ipomoea orizabensis en células del
ala de Drosophila melanogaster.

Exposicidn: 6 X 48,

Manchas
Compuesto Simples Simples Gemelas [ Totales Div. Frec.
Niim. chicas Grandasg celula 10
de res
alas =2 m=95 m=5 m=2 Prem.
Tegtigo 120 52 64 16 132 3.74 4.1
Pogitivo” {0.43) (0.53) (0.13) (1.10)
MMS+{ ]
2500 120 25 + 41 &+ 1l - 77 + 4,37 2.4
{0.21} (0.34) {0.09) (0.64)
3750 120 25 &+ S0 - 5 + 80 + 4.80 2.5
(G.21) {0.42) (0.04) {(0.67)
4375 120 23 + 55 - 4 + 82 + 4.69 2.7
{0.19} {0.46) (0.03) (0.68)
5000 116 11 + 42 d+ 7 - 60 + 5.02 2.0
{0.09) (0.36) (0.08) (0.52}
6250 120 16 + 41 d+ 7 - 64 + 5.16 2.1
(0.13) {0.24) {0.06) (0.54)

Anilisis estadistico con el programa SMART {(Wargler, no publicado): +, positivo;
d+, débil positivo; -, negativo; P = 0.05.

', MMS [1 mM} + DMSO [1.5 %] + Tween 80 [1.0 %].
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Tabla XVIII. Frecuencia de manchas inducidasg por DMSO + Tween + MMC y
diferentes concentraciones de la resina de Ipomoea orizabensis en células del
ala de Drosophila melanogaster.

Exposicifdn: 48 X 6.

Manchas
Compuesto Simples Simples Gemelas | Totales Div, Frec.
Nam. chicas Grandes celula 1p°%
de res
alas m=2 m=5 m=5 m=2 Prom.
Testigo 30} 62 29 3 94 2.83 4.6
Pogitive” {0.77} {(0.36) {0.04) (1.27)
{ ]+
2500 -1} 28 + 15 d+ 2 - 45 + 2.82 2.2
{0.35}) {0.19) {0.02) (0.56)
375¢Q 78 21 + 19 - 4 - 44 + 3.68 2.3
{0.27) (0.24) {0.05) {0.56)
4375 80 20 + 3+ 4 - 33 + 3.36 1.7
{0.25) {(0.11) {0.05] (0.41}
SQ00 78 17 + 15 d+ 3 - 3% + 3.53 1.8
{0.22} (0.19) (0.03) - (0.45)
6250 80 11 + B + 1 - 20 4+ 3,85 1.0
{0.14) {0.10) (0.01) (0.25)

Mnilisis estadistico con el programa SMART {Wirgler, no publicade}: +, positiveo;
d+, débil positivo; -, negative; P = 0.05.

‘. DMSO [1.5 %] + Tween 80 [1.0 %] + MMC [0.625 mM] .
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Tabla X1X. Frecuencia de manchas inducidas por DMSO + Tween + MMC y diferentes
concentraciones de la regsina de Ipomoea orizabensis en células del ala
de Drosophila melanogaster.
Exposicidn: 6 X 48.

Manchas
Compuesto N Simples Simples Gemelas | Totales Div. Frec.
Him, chicas Grandes celula 10°%
de res
alasg ma2 me5 m=s m=2 Prom.
Testigo 120 110 29 € 145 1.82 4.6
Pogitive’ {0.92) (0.24) {0.05) {1.21)
MMC+ )
2500 120 44 + 15 d+ 2 - 62 + 2.62 2.1
{0.37} {0.12) {0.03) {0.52)
3750 120 33 + 18 - 5 - 56 + 2.43 1.8
{0.28) (0.15}) {0.04}) {0.47)
4375 118 30 + 13 d+ 3 - 46 + 2.65 1.8
{(0.25) 1 (0.11} {0.03) {0.39)
5000 120 26 + 12 d+ 2 - 40 + 3.03 1.4
{0.22) (0.10) - {0.02) 10.33)
£250 120 | 13 + 10 + 4 - 27 + 3,30 1 a.s
{(0.11) {0.08) {0.03) {0.22)

Andlisig estadfstice con el programa SMART (Wirgler, no publicado}: +, positivo; .
d+, débil positive; -, negativo; P = 0.05.

*, MMC [0.625 mM] + DMSO {1.5 %) + Tween 80 (1.0 %!.
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Tabla XX. Fracuencia de manchas inducidas con diferentes concentracicnes de 1la
Vitamina C en células del ala de Drosophila melanogaster.
Exposicifn: 48 X 6.

Manchag
Compuesto Simples Simples Gemelas | Totales Div. Frec.
Nim. chicas Grandes celula 10*
de res
alas m=2 m=5 m=5 m=2 Prom.
Testigo 120 27 C 3 1 31 1.50 1.0
Negative {0.22) {0.03}) (0.01}) {0.26)
{ l+s8ac™
100 120 27 2 0 24 1.7% 1.0
{0.22) {0.02) (Q.C0) ({0.29)
1000 120 28 9 0 31 2.19 1.3
(0.23} {0.08) {0.00) {(0.37)
2500 120 24 0 5 29 1.55 1.0
(0.20) {0.00) {0.04) (0.24)

Andlisis estadigtic¢o con el programa SMART (wirgler, no publicado), P = 0.05.

*, Agua destilada.

e

, Tratamientoe e¢rénico: Vitamina C Y tratamiento agudo con sacarosa al 5%.
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Tabla XXI. Frecuencia de manchas inducidas con diferentes concentraciones de
la vitamina € en células del ala de Drosophila melancgaster.
Exposicién: 6 X 48.

Manchas
Compuegto Simples Simples Gemelas | Totales Div. Frec.
Nim. chicas Grandes celula 10°%
de res
alas Me2 M=5 =5 w2 Prom,
Testigo 120 27 4 1 27 1.58 1.1
YWegativo® (0.22) {0.03) {(0.01) (0.32)
Sac+l 1™
100 120 26 8 2 36 2.31 1.2
{0.22) {0.07) (0.02) {0.30)
1000 iis 17 4 3 24 2,21 Q.8
{0.14) (0.03) {0.03) {Q.20)
2500 118 21 4 5 30 2.10 1,0
{0.18) (0.03) {0.04) (0.25)

An&lisis estadistico con el programa SMART (Wirgler, no publicado}l, P = 0.05.

*, Agua destilada.

. Tratamiento agudo con sacarcsa al 5% y tratamiento crénico: Vitamina C.
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Tabla XXII. Frecuencia de manchas inducidas por agua destilada + DMN
Y diferentes concentraciones de la Vitamina C en células del ala
de Drosophila melanogaster,

Exposicidn: 48 X 6.

. Manchas
Compuasto Simples Simpleg Gemelag | Totales Div. Frec.
Niim. chicas Grandes celula 107"
de res
alas o) M5 m=5 m=2 Prom.
Testigo 12¢ 99 25¢ 28 383 3.85 11.1
Positivo® (0.82) {2.13) {0.23) {2.19)
[ ]+DMN
109 120 66 d+ 244 - 19 - 329 - 4.41 9.5
{¢.55) {2.03) (0.16) {2.74)
1000 120 65 d+ 217 - 30 - 312 - 4.29 9.2
{0.54} {1.81) (0.25) (2.60)
2500 120 | 77 a+ 243 - 30 - 150 - 4.17 9.3
{0.64) (2.03) {0.25) {2.94)

Andlisis estadfstico copn el programa SMART (Wirgler, no publicade) : d+, débil
positivo; -, negative; P = 0.05.

', hgua destilada + DMN [925 ppml .
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Tabla XXF1I. Frecuencia de manchas inducidas por DMN + agua destilada
y diferentes concentracicnes Qe la Vitamina C en células del ala
de Droscophila malanogaster,

Expogicién: & X 48.

Manchas
Compuesto simples Simples Gemelas ] Totales Div. Frec.
NGm. chicas Grandes celula 0%
de res ’
alas mw2 m=5 m=5 m=l Prom.
Testigo 120 112 337 39 488 3.97 13.8
Pogitiva’ {0.93) {2.81) (0.32}) {4£.07)
DMN+[ ]
Q0 120 7% d+ 315 - 30 - 428 - 4,31 12.3
{0.66) {2.66) {0.25) {3.57)
1400 120 - 68 + 269 - 30 - 364 d+ 4.46 9.6
(0.54) {2.24) {0.25) {3.03)
2500 120 39 + 285 - 22 d+ 356 d+ 4.75 8.9
{0.33}) {2.50) {0.19) (3.02}

Anilisis estadistico con el programa SMART (Wirgler, no publicado): +. positive;
d+, débil positive; -, negativo; P = 0.0Q5,

*, DMN [925 ppm] + Agua destilada.
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Fig. 25 Frecuencia de manchas totales, inducidas por /. purga,
I. orizabensis e I. jalapa: a)48 X 6 y b)6 X 48,
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DISCUSION
Mutagénesis

En la prueba d&e mutacién y recombinacidén somdticas
(SMART), la determinacidén de la actividad genotdxica de un
compuesto esti dada por la comparaciénm entre la frecuencia de
manchas en las series tratadas y el lote testigo. La magnitud
de dicha frecuencia estd en relacidn con el nimero de células
presentes al momento de la exposicién al mutdgeno, el cual
depende a su vez, de la edad de la larva y el nimero final de
células en el adulto (Garcia Bellido vy Merriam, 1971; Szabad et
al., 1983; Wirgler, 1986; Graf y Wirgler, 1988).

El andlisis de la dispersién en la distribucidén del ndmero
de células por mancha se utiliza como indicador del tiempo de
induccién de las manchas recobradas, ademis de ser indicador en
los estudios de antimutagénesis de la fraccidn celular sobre la
que se localiza el efecto del antimutdgeno, es decir, si es
retrasando el tiempo de induccidn, en cuyo caso el efecto se
observa como un degsplazamiento en la aparicidén de las manchas
grandes con respecto al tiempo de administracién del
tratamiento; si por otr lado, el antimutdgenc interfiere con la
induccién de dafioc secundario {principalmente debido a dafio
oxidativo), entonces la reduccidn se localizard en 1la
_frecuencia de manchas c¢hicas (gque se inducen al final del
desarrollo).

El anilisis de la dispersidén en la distribucidn del nimero
de manchas por mosca permite determinar la fraccién de
organismos que estan respondiendo al tratamiento, lo que es un
indicador de la susceptibilidad individual de los organismos
expuestos. Esta distribucidén tiende a dispersarse ante
compuestos que demandan la participacién de la actividad
metabdlica de los organismos expuestos, a través de la cual
adquieren actividad mutagénica, pero también son

desgintoxicados.
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La evaluacién de genotoxicidad se realizéd utilizandoe
larvas del primer y tercer estadio. En el primerc, las larvas
(de 24 h de edad) se encuentran al principic del desarrollo vy,
en consecuencia, el nimero de células blanco es menor que en
las larvas de tercer estadio (72 h de edad); sin embargo, el
nimerc de divisiones celulares que pueden transcurrir en las
células afectadas hasta la metamorfosis es mayor en las
primeras gue en las segundas. Por otro lado, se ha mostrado que
la capacidad de biotransformacién metab&lica es diferente en
relacién con la edad de las larvas, siendo mis eficiente en las
de tercer estadio (Hallstrom et al., 1985).

Comparacién de las tres especies de Ipcmoea.

La resina de la raiz de I, jalapa evaluada mediante la
prueba de mutacién y recombinacién somidticas en células de las
alas de Drosophila melanogaster, no resultd genotéxica para las
larvas de primer y tercer estadio, aungue en las primeras
mostré una tendencia a reducir la frecuencia basal de manchas
por ala. El tiempo de formacién de las manchas y la proporcién
de moscas gque presentaron estas manchas tampoco se alterd en
presencia de la resina de I. jalapa. De esta manera puede
congiderarse que la edad larvaria al momento del tratamiento no
influyé de manera determinante en la respuesta observada.

Este resultado coincide con el encontrado para la resina
de I. purga (Garcia et al., 1993) y la de I. orizabensis
(Mufioz-Moya 19294). En la figura 25 se compara la frecuencia de
manchas por ala de las moscas tratadas en la etapa de larva de
primer y tercer estadio con las tres diferentes resinas. La
frecuencia de manchas por ala del testigo negativo gque se
presenta en la figura es el promedic de las frecuencias de los
testigos negativos concurrentes. De las tres resinas, la de I.
purga es mis tdxica para las larvas de tercer estadio, de
manera que la concentracién mis alta que se ha probado de esta

115



regsina es 500' ppm, en comparacidén con la resina de I.
orizabensis, de la que se han probado concentraciones mds altas
[2500 a 6250 ppm] sin ser tdxica para ambos tipos de larva. La
resina de I. jalapa tampoco resulté téxica, por lo que en el
presente trabajo se seleccionaron concentraciones similares a
las probadas en el caso de I. purga e I. orizabensis [250, 500,
2500 y 5000 ppm}, sin observar signos de toxicidad para las
larvas expuestas. Asi, de manera cualirativa, la toxicidad de
las resinas se puede indicar de la siguiente forma: I. purga >
I. orizabensis = I. jalapa.

La comparacién de la frecuencia de manchas por ala de las
tres especies mostrdé que aungque no hay diferencias
significativas entre las concentraciones probadas de cada
resina, en las larvas de primer estadio expuestas a la resina
de I. purga, la frecuencia de manchas por ala fue ligeramente
mayor gue la de las larvas expuestas a I. jalapa y a I.
orizabensis (Fig. 25a). En comparacibn, las larvas de tercer
estadio tratadas con las diferentes resinas mostraron
frecuenciag de manchas similares a las del lote testigo (Fig.
25b} .

En sintesis, en los dos tipos de protocelos utilizados en
el estudio del potencial genotdxico de las resinas del complejo
nRajz de Jalapa", no se encontraron evidencias de accidn
mutagénica alguna, adem&s de que la edad de las larvas tratadas
no modificé de mansra significativa la respuesta obtenida.

Antimutagénesis

pPara determinar si las resinas del género Ipomcea tienen
actividad antimutagénica, en el presente trabajo se utilizd un
mutdgeno de referencia como inductor de dafic en Drosophila: la
N-Nitrosodimetilamina (DMN), un promutdgeno monofuncional que
al reaccionar con oxigenos Yy nitrégenos de 1las bases que
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conforman los dcidos nucléicos (excepto el nitrdgeno del enlace
glicosidico), produce aductos en aproximadamente 20 sitios
diferentes (Vogel, 1592);: ademis genera rompimientos en las
hebras del ADN, lo que se traduce -a nivel celular-, en
actividad recombinogénica dependiente de 1a concentracidn; el
tiempo de exposicién al mut&genoc es también un factor
importante en el nimerc de cé&lulas afectadas. En la prueba de
mutacidén y recombinacidén som&ticas, la DMN ha probade inducir
todo tipo de manchas {(Delgade, 15%0; oOrdaz, 1991); 1la
concentracidn elegida (925 ppm) para el tratamiento agudo
incrementa de manera significativa la frecuencia de manchas
sencillas y gemelas, sin resultar excesivo el nimero de manchas
producido.

Para determinar =i las resinas interfieren con 1la
genotoxicidad de la DMN, se comparé la frecuencia de manchas de
larvas tratadas con la bMN, en presencia y ausencia de las
resinas. El wutdgeno se administré durante seis horas
(tratamiento agudo) a larvas de tercer estadio {72 h} y la
resina durante 48 h (tratamiento crénico). En la determinacién
del petencial protector de las resinas del complejo "Rajiz de
Jalapa®”, se usaron dos tipos de protocoles: en el primero (48
X 6 h), las larvas recibieron primero el tratamiento crdnico
con la resina (48 h) y después el tratamiento agudo {6 h} con
la DMN; en el segundo protocclo (6 X 48 h), el orden de los
tratamientos se invirtid.

Comparacidn de las tres especies de Ipomoea.
~ Ipomoea jalapa

En las larvas tratadas primero con la resina de I. Jalapa
Yy después con la DMN (925 ppm], se incrementd la frecuencia de
todo tipo de manchas de manera significativa ¥ en forma inversa
& la concentracidn administrada {figura 26a). E]l tratamiento:
resina (250 ppm] -DMN, incrementd en 3.5 veces la frecuencia de
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manchas simples chicas inducidas por la DMN, y en 2.4 veces la
de manchas totales. El menor efecto se detectd en la
concentracién mis alta de la resina [5000 ppm] . La distribucién
del ntmero de células por mancha fue similar a la inducida por
la DMN pero con frecuencias mayores (Fig. 26b). Con respecto a
1a distribucién del nimero de manchas por mesca, se observd una
fuerte dispersién en log lotes tratados con la resina y con la
DMN al compararlos con el lote tratado con la DMN, en la que se
recobraron moscas que podian presentar deade una hasta 23
manchas por mosca, mientras qgue en presencia de la resina ({250
ppm} -DMN se obtuvieron moscas con 3 ¥ hasta 46 {57, el nimero
m&s extremo) manchas por mosca (Fig. 26c). Un aspecto que 1llamd
1a atencién fue que al invertir el orden de los tratamientos no
se observé este efecto. La frecuencia de manchas simples y
gemelas fue similar a la obtenida en el tratamiento con la DMN
(figura 27a) . La distribucién del nimero de cé&lulas por mancha
también fue similar entre las series combinadas y el
tratamiento con el testigo positivo {(figura 27b - c). Sin
embargo, se detectd sobredisperéién en el nimero de manchas por
mosca en las concentraciones de 2500 y 5000 ppm (P < 0.053).
En suma, el tratamiento con la resina previo al
tratamiento con la DMN potencia la genotoxicidad de este
mutdgeno, mientras que la exposicidn postratamiento con la DMN
no tiene este efecto, aungue tampoco reduce el efecto del
mutdgeno. Estos resultados sugieren la presencia en la resina
de uno o varios metabolitcs gque al interferir con la DMN
potencian su efecto, como se ha mostrado el metabolismo de las
larvas de primer estadio es menos eficiente que el de las de
tercer estadio (H&llstrom et al., 1985), por lo gque
probablemente estas desintoxican de manera mas eficiente a
estos residucs del metabolismo de la resina, sin embargo, se
requiere de estudios adicicnales para aclarar la respuesta

obtenida.
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Estos resultados difieren de los encontrades por Garcia et
al (1993} para I. purga vy por Mufloz-Moya (19%94) para 1.
orizabensis en larvas de Drosophila.

Ipomoea purga

La resina de I. purga {100 - 250 ppm] redujo la frecuencia
de manchas cuando ge administra antes que la DMN, sin modificar
la distribucidn del nimero de células por mancha inducidas por
la nitrosamina (excepto a S0 ppm) ¥ sdlo en las concentracidn
més alta se modifica la distribucidn del nimero de manchas por
mosca (Fig. 28a - ¢). Al exponer a las larvas a los
tratamientos en el orden inverso, los resultados obtenidos en
presencia de la resina fueron similares al tratamiento sdlo con
la nitrosamina (Fig. 29a - ¢). En resumen, la resina de I.
burga tiene un ligers efecto de proteccién sélo cuando se
administra previo a la nitrosamina, probablemente la diferencia
radica también en el metabolismo mas eficiente de las larvas ge
tercer estadio.

Ipomoea orizabensis

Mufloz-Moya (1994) probé bajo las mismas condiciones
metodolégicas la interaccién entre la resina de I. orizabensis
Y la DMN. Sin importar la edad larvaria al Cratamiento, la
resina de I. orizabensis disminuyé de manera significativa la
frecuencia de todo tipo de manchas inducidas por la DMN
(figuras 30a y 3la). La distribucidn del ndmero de células por
mancha indicé gue en ambos protoceoles, la reduccidn en la
frecuencia afectsd todos los tamafios de manchas reccbrados y fue
concentracidn-dependiente (figuras 30b y 31b). Un aspecto
sumamente importante es la distribucidén del nimero de manchas
pox mogsca, el cual debido al tratamiento con la DMN es de hasta
36 manchas por mosca, sin embargo, conforme se incrementd la
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concentracién de la resina, el nimerc de moscas con pocas o
ninguna mancha se incrementd de manera significativa (Figuras
30c y 31c). En resumen, la resina de I. orizabensis tiene un
efecto protector de la genotoxicidad inducida por la DMN.

En la figura 32, se¢ muestra comparativamente la frecuencia
de manchas por ala de las diferentes resinas en tratamientos
combinados con la DMN. Los resultados obtenidos con las tres
resinas indican que la participacién del metabolismo es
fundamental eri la respuesta de genotoxicidad observada. Debe
recordarse que la DMN es un promutdgeno que requiere ser
biotransformade a la forma reactiva. Al analizar el efecto
particular de la nitrosamina utilizada como testigo positivo
(Figuras 30c y 31c), se cbservd que la susceptibilidad de las
moscas que recibieron el mismo tratamiento fue diferente, de
manera que mientras que algunas presentaron hasta 36 manchas,
otras no mogtraron manchas en sus alas. Como en la mayorfa de
los organismos, en Drosophila el metabolismo varia con la edad,
gsiendo mis completo en las larvas de tercer estadio que en las
del primero; como ocurrid en las maoscas tratadas con la resina
de I. jalapa, la cual potencid fuertemente la genotoxicidad de
1a DMN en las larvas de primer estadio, perc no en las del
tercero. De las tres resinas, sdlo la de I. orizabensis tuvo
potencial antimutagénico ya que mostré reducir la genctoxicidad
de la DMN hasta en un 93 % (a 6250 ppm} si se administra previa
a la nitrosamina y en un 83 % si se administra después.

En resumen, la resina de Ipomoea orizabesis muestra un
efecto protector de la mutagenicidad de la N-
Nitrosodimetilamina (DMN); en este efecto la edad de las larvas
no parece ser determinante.

Como la resina de Ipomoea orizabensis es la que mostrd
tener efecto antimutagénico, la siguiente etapa consistid en
tratar de encontrar &1 o los metabolitos secundarios que
pudieran causar el efecto de proteccién. Para esto se probd la
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fraccién mayoritaria de la resina aislada en el Laboratoric de
Quimica de la Facultad de Ciencias de 1ia UNAM, a la cual se
denomind: resina B, Este metabolito es el componente misg
abundante de la resina de la raiz de I. orizabensis, razén por
la que se considers que esta fraccién podria estar relaciocnada
con la actividad de proteccién observada en las larvas de D.
melancgaster. Por tal motivo, se probé para su genotoxicidad
utilizando los protocolos Y condiciones experimentales ya
indicados.

La resina B no resultd genotéxica para Drosophila en los
dos tipos de protocolos utilizados; de igual manera no modifice
la distribucién del nimeroc de células por mancha ni del ndmero
de manchas por mosca, estos resultados concuerdan con los
reportades por Mufioz-Moya {1994} para la resina total & indican
que la resina B no induce, mutacidn ni recombinacién somfiticas
en Drosophila melanogaster (Figs. 33 y 34).

Al evaluar =i la resina B de I. orizabensis tiene efecto
antimutagénico, se encontrd que la frecuencia de manchas
simples chicas es significativamente menor si la resina se
administra antes que la nitrosamina {P < 0.05) y es similar a
la inducida por el mutdgeno positivo si se adminietra después.
La frecuencia de manchas totales fue menor (efecto débil
positivo) a la inducida por 1a nitrosamina en ausencia de la
resina (figuras 3S y 36). Al comparar la distribucidn del
nimero de células por mancha se observé una marcada reduccidn
en la frecuencia de manchas de 1 a 2 células (figura 35b).
Estas manchas se producen preferencialmente durante las Oltimas
divisiones celulares, lo que sugiere que una fraccidén de éstas
puede resultar de los metabolitos derivados de 1la
transformacién de la nitrosamina, o como productoe de dafio
oxidativo a través de radicales libres. E1 nimero de manchas
por mosca fue menor conforme se incrementd la concentracidn de
la resina, recobrdndese inclusc moscas Jue no presentaron
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manchas afin después del tratamiento con la nitrosamina. Este
resultado es consistente con la posible actividad antioxidante
de la resina B, la cual podria actuar atrapande radicales
libres generados durante la transformacidn a mutdgenc de la DMN
{Vogel, 1992). Por otro lado, el menor efecto recobrado al
invertir el orden de los tratamientos apoya esta posibilidad.
Al exponer a las larvas primero a la nitrosamina y después a la
resina B, se observd menor frecuencia de manchas a 2500 y 5000
ppm, comparada con la inducida por la DMN; de la misma manera,
ge incrementd el nidmero de moscas con pocas ¢ ninguna mancha
sobre las alas. Asi, cuando la resina se administra posterior
al mutégeno de referencia, sdlo tiene actividad de proteccién
en las concentraciones mis altas (Fig. 36).

La comparacidn de la actividad de la glicoresina B y la
resina total derivadas de I. orizabensis indica ademas, que
otras de la glicorresinas podrian estar implicadas ya que la
actividad de proteccién observada en la resina total es mayor
que la mostrada por la resina B (Figuras 32 y 35).

El siguiente paso en la caracterizacién del potencial
genotéxico de la resina consistid en determinar si el efecto de
proteccidn es una propledad de la resina de I. crizabensis o si
es una interaccidén particular con la DMN, para lo cual
seleccionaren otros mutdgenos de referencia en los que 1la
participacién del metabolismo se manifiesta de manera
diferente.

Ipomosa orizabensis vs. otros mutdgenos de referencia

El efecto antimutagénico de 1la resina de Ipomoea
orizabensis se probd con los mutdgenos de referencia: Metil-
metanogulfonato (MMS} y Mitomicina C (MMC).
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Metil-metanosulfonato

El MMS es un agente alquilante de aceidn directa, es
decir, no requiere ser biotransformado por parte del
metabolismo del organismo expuesta. Tiende a reaccionar con
meléculas neutrales por un mecanismo de asociacidén 85,2 que
consiste en el ataque a los anillos del nitrégeno altamente
nucleofilico, ademis puede producir la formacién de aductos,
dimeros de timina, entrecruzamiento interhebras, rompimientos
sencillos y dobles de hebras por la accién de las bases
alquiladas (Fasullo et al., 1994 Horrsfall et al., 1990). En
las células somiticas de Drosophila induce mutacidén vy
recombinacién somiticas {1 mM] de manera significativa
{Delgado, 1990; Ordaz 1991). _

La regina de I. orizabensis administrada antes que el
tratamiento con el MMS (48 X 6 h), disminuyd de manera
significativa 1la frecuencia de wmwanchas chicas en todas las
concentraciones empleadas; redujo la frecuencia .de manchas
gemelas en las concentraciones de 2500, 5000 Y 6250 ppm (P «
0.05) (figura 37); y el efecto fue débil positivo para manchas
grandes s6lo en la concentracidn de 6250 ppm; de manera global
redujo la frecuencia de manchas totales hasta en un &1 %,
siendo el efecto estadisticamente significativo a partir de
4375 ppm. La distribucién del nilimero de células por mancha
mostrd que nuevamente la reduccién en la frecuencia de manchas
se localizd en las manchas chicas (2 a 2 c¢&lulas) {Fig. 37b);
también se observé gue el nimero de manchas por mosca se redujo
conforme se incrementd la concentracidén y aumentd la proporcidn
de moscas gue no mostraron manchas. El mismo efecto se observd
al invertir el orden de los tratamientos, siendo la reduccidn
en la frecuencia de manchas de hasta un S1 % (Fig. 38). Es
importante hacer notar que el MMS es un mutdgeno directo cuya
actividad es practicamente independiente de la capacidad de
activacidn metabdlica de los organismqs expuestos y en
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consecuencia, se egpera menor dispersidén en el efecto producideo
en comparacidn con la DMN (figqura 41) .

La diferente naturaleza quimica de este agente alguilante
se manifestd también en la distribucidn del nimero de células
por mancha, en la que ge aprecian frecuencias menores para los
diferentes tamafios de mancha, siendo mis marcado el efecto para
manchas pertenecientes al intervalo de 1 a 16 células (Fig.
38b). Con respecto al nlmero de manchas por mosca, con el MMS
se obtuvo menor dispersién que con la DMN, sesgindose 1la
distribucién en presencia de la resina hacia pocas o ninguna
mancha por mosca (Fig. 38c).

Mitomicina-¢

La mitomicina-C {(MMC) requiere ser activada
metabolicamente antes de que pueda actuar comeo agente
alquilante, el procesc de activacién es mediado por la enzima
citocrome c-reductasa-NADPH, ae reduce a su derivade
hidroquinona por una de las enzimas pertenecientes al grupo de

guinonas reductasas (diaforasas), esto facilita una protonacién

del nitrégeno aziridina promoviendo la alquilacidn intracelular
de centros nuclecfiflicos, (ban et al., 1984; Keyes et al.,
i984; Marshall y Raut, 1986). La MMC actda coma agente
algquilante mono o bifuncional, produciendo ligamientos &
enlaces cruzados DNA-DNA & DNA-proteinas o uniéndose a una base
sencilla del DNA por alquilaciédn del O° de la guanina, también
puede producir monoaductos en el DNA, proteinas alguiladas y
especies citotéxicasg de oxigeno (Kennedy et al., 1980; Marshall
Y Rauth, 1986). En la prueba de mutacién Y recombinacién
somdticas la MMC {0.625 mM] ha probado inducir frecuencias de
manchas de manera significativa (Orozco, 1993).

De igual manera que en los tratamientos con DMN y MMS, la
resina de I. orizabensis disminuyé de manera significativa la
frecuencia de manchas chicas Y totales cuando se administré
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Previo y posterior a la MMC. Redujo de manera significativa Is
frecuencia de manchas grandes pero no tuvoe efecto sobre las
manchas gemelzag {(figuras 39 v 40). La distribucién del nimero
de cé&lulas por mancha mostrd gque la reduceién afectd
précticamente a todos los tamafios de mancha {figuras 39b Y
40b) . La reduccién en 1a frecuencia de manchas fué de un 78 ¥
¥ de un 82 % en el primer y segundo protocolo, respectivamente,
Finalmente, 1a distribucidn del nimero de manchas por mogca
recobrada con la MMC se modificd en presencia de 1la resina,
sesgdndose por la cada vez mayor proporcidn de moscas con pocas
¢ ninguna mancha {(figquras 39c y 40c).

En suma, la resina de 7I. orizabensis mostrd reducir el
efecto genotdxico de 1la MMC, probablemente por atrapar
radicales libres que se generan durante la biotransformacién de
este compuesto.

Existe abundante evidencia indicando que lag especies con
oxigenos ‘activables {oxigeno singulete, radicales perdxidao,
anidén superéxide y radicales hidroxilo) estan involucrados en
el dafioc al DNA, asi como en la transformacién maligna y otros
pardmetros del dafio celular, tanto in vitro come in vive; el
oxigeno también esta implicado epidemiclégicamente en la
incidencia de céancer ¥ enfermedades degenerativas como algunas
enfermedades del corazén Y cataratas; ademds del proceso de
envejecimiento ya que los radicales libres pueden oxidar las
bages del DNA (Sies et al., 1992; Kelloff et al., 1s%9s;
Halliwell, 1994; Saran y Bors, 1390G). La produccidn de
especies reactivas de oxigeno es comin durante el metabolismo
de los seres vivos, sin embargo, la produccién y uso de éstos
en las miltiples reacciones quimicas guarda un equilibrio (Sies
et al., 19%2) que es alterado cuande ge presentan factores
extrafios en el ambiente como puede ser la adicién de
genotdxicos en la dieta de los organismos. La generacidn de
radicales libres in vivo depende de las actividades metabdlicas
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del organismo; estas reacciones estan fuertemente influenciadas
por: 1) 1la presencia Y concentracién de oxfgeno; ii) la
disponibilidad de metales de transicisn (efecto de unirse Y
compartamentalizarse); i1iij) el nivel de reductantes Y
antioxidantes (efectos nutricionales). Los efectos de los
radicales libres pueden ésperarse en: 1) dafio a la membrana
{afectando el transporte pasivo o activo Y alterandc las
interrelaciones fluido/funcién, mensaje intercelular a travég
de modificaciones en la sintesis de prostaglandinas vy
leucotrencs); 2) dafic a proteinas  (afectan a 1log
Lransportadores de membrana, canales protéicos, receptores o
reguladores protéicos, inmunomoduladores) ; Y 3} dafio al pna
{dafio primario y secundario) (Kelloff et al., 1994; Kelloff er
al., 199s).

En el caso de los promutdgencs, la biotransﬁormacién al
metabolito reactive genera una gran cantidad de radicales
libregs, sgin embargo, debe considerarse que éstos se producen
también como parte del Proceso de desintoxicacisn.

Al comparar 1la genotoxicidad de los tres mutdgenos de
referencia: DMN, MMs Y MMC se encuentran diferencias que
resultan interesantes (Fig. 41). La DMN y la MMC requieren del
metabolismo para ser .reactivas, mientras que el MMS no. La
genotoxicidad inducida ge manifiesta de manera muy diferente en
las mogcas tratadas. En el casoc de la DMN, la variabilidad en
la respuesta obtenida fue mayor, siendo esto mis evidente en ila
susceptibilidad individual evaluada a través del mimero de
manchas por mosca; mientras que las distribuciones obtenidas
con MMS y MMC son mis similares entre sf. La diferente
respuesta obtenida es indicativa de la capacidad de
discriminacién quimica del sistema in vivo de Drogophila. Al
comparar las distribuciones del nimero de células por mancha se
observan pocas diferencias en éstas; en general, 1la frecuencia
obtenida con la DMN fue mayor ya gue también la concentracién
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utilizada fue mayor.

En los tratamientos con cada uno de los mutdgenos de
referencia Y la resina obtenida de I. orizabensigs, se observd
que la reduccidn en 1a frecuencia de manchas se localizs
Principalmente en las manchas chicas. Resulta interesante
comparar las distribuciones de la DMN y la MMC en las gue la
resina reduce efectivamente casi tode tipo de tamafio de mancha,
¥ la correspondiente al MMS en la que el efecto se restringe a
las manchas chicas ¥ préacticamente no modifica 1a distribucisn
de manchas de mds de 3 células. Lo anterior permite sefialar
varios aspectos:

1. Las manchas recobradas en las alas de Drosophila son
producto del metabolismo ordinario de 1a mosca, de 1a
actividad qufmica del genotdxico en cuestidn, y de 1la
activacibén/desintoxicacisdn del genotdxico.

2. La actividad protectora de la resina se manifiesta
principalmente por la reduccidén en 1la frecuencia de
manchas chicas de las moscas tratadas.

Lo anterior apoya el Planteamiento anterior de que la
resina reduce b&sicamente manchas ocasionadas por dafic
oxidative, por lo que al comparar la magnitud de la reducciédn
puede proponerse que en la genotoxicidad de los compuestos
seleccionados, 1a contribucién de este tipo de dafic a 1a
frecuencia total de manchas serfa: DMN > MMC » MMS .

La resina de la rafz gde I. orizabensis, e una mezcla
compleja de diversos constituyentes y no es posible ain
adjudicarle a alguno de ellos, o a la interaceidén particular de
varios, el potencial antimutagénico que se ha determinado;
ademds, el disefio genético de la prueba de mutacién y
Tecombinacién somiticasz no permite discernir el momente y el
mecanismo de accidn de la resina; no obstante, el andligis de
las frecuencias de células por manchas y del nimerc de manchas
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por mosca puede proporcionar informacién sobre el posible
mecanismo por el que actda la resina de I. orizabensig,

"El efecto protector observado al aplicar los dos
protocolos sugiere que la resina I. orizabensis actia como
desmutdgenc, v eg efectivo tanto cuando se administra previo al
metageno de referencia, asi como despu€s de dste; en
apariencia, la resina blogquea el dafic indirecto © secundario
ocasionado durante: el pProceso de biotransformacién del
promutdgenc, la interaccidn del mutégenc con otras moléculag
biolégicéa Y. el proceso de desintoxicacién inducido por la
presencia del mutdgeno. Los componentes de la resina podrian
atrapar los radicales libregs generados en cualquiera de los
pbracesos indicados impidiendo que lleguen al DNA, o atrapando
prooxidantes, lo que no permitirfa la formacidn de nuevos
aductos de manera secundaria.

Por otro lade, la resina de I. orizabensis pudiese esgtar
activando enzimas involucradas en 1a desintoxicacién, entre
ellas la superéxido desmutasa, la catalasa ¥ la glutatién
peroxidasa, entre otras; o egtar inhibiendo el metabolismo del
&cido aragquidénice, de 1la ornitina descarboxilasa y de la
proteina cinasa C, las cuales estdn relacionados intimamente
con la mutagénesis.

Con la finalidad de tener elementos adicionales que apovyen
la sugerencia ge que la resina de I. orizabensis actia
atrapando radicales libreg (antioxidante); se probé la
actividad antioxidante de 1a Vitamina C bajo las mismos
pardmetros experimentales, bajo la hipétesis de que el efecto
antioxidante de la vitamina ¢ protegeria, del efecto de los
mutdgenos siguiendo un patrén general similar al obtenido con
la resina de I. orizabensis.

Los antioxidantes como la Vitamina €, reaccionan con los
radicales libres, sobre todo con los peréxidos, y el oxigeno
singulete (Sies et al,, 1992; Cozzi et al., 1997; odin, 1997).
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Vitamina C

El primer paso fue determinar si la vitamina C tiene
actividad genotéxica per se. Los resultades obktenidos no
mogtrarcen diferencias significativas en las frecuenciag de
manchas por ala entre los lotes experimentales y su testigo
negativo ({(figuras 42 y 43), de igual manera no se recobrarcon
diferencias significativas en las distribucién del niimero de
manchag por mosca. En relacidn con el niimero de células gque
forman cada mancha se encontraron manchas de un tamafio
ligeramente mayor en los. lotes tratados con la vitamina C.

La administracién de la Vvitamina C antes que el mutigeno
de referencia (DMN), dié un efecto débil positive sélo para
manchas chicas; la frecuencia de distribucién del nimero de
manchas no se modificd en ninguna de las concentraciones; sélo
la frecuencia de distribucién para el nimero de manchas por
mosca en las concentraciones de 1000 y 2500 ppm fué alterada (P
< 0.05) (Fig. 44). Como se esperaba, el efecto antioxidante de
la vitamina C se localizé en las manchas chicas,

Cuando se administrd primero la DMN y después la Vitamina
C, la frecuencia de manchas chicas se redujo de manera
significativa, aungue al sumar todas las manchas sSlo se obtuvo
un diagndéstico débil positivo a 1000 y 2500 ppm; la dispersién
en la distribucién del nilimero de c¢élulas por mancha y la
distribucidén del nlmero de manchas por mosca fue menor en
presencia de la vitamina C en todas las concentraciones
probadas (figura 45).

El efecte antioxidante de la Vitamina C se reflejd en la
reducidn del nimero de manchas chicas, previniendo el daflo que
pudiese provocar la DMN en los tGltimos estadios del desarrollo
de Drosophila melanogaster; esto indica que podria actuar
también protegiendo del dafio secundaric generado por la DMN.

A pesar de que los resultados obtenidos apoyan la idea de
que la resina de I. orizabendgis actua como un desmutdgeno

129



antioxidante, no es pogible hacer una comparacién del mecanismo
protector de la Vitamina C y el de la resina de I. orizabensis;
sin embargo, de manera aparente la resina fue més efectiva que
la vitamina C, ya qQue ante la misma concentracién del mutédgeno,
protege a las larvas cuando se le aplica antes y después de los
diferentes mutédgenos de prueba, no obstante, se desconoce la
equivalencia molecular de ambos compuestos ya que la resina es
una mezcla de varios componentes.

‘ La prueba de mutacién y recombinacién somdticas en este
estudio mostré que adem&s de ser econdémica, sensible y
especifica, es'una de las m&s versdtiles, ya que permite ademéds
estudiar sustancias o combinaciones de éstas para determinar la
accidn antimutagénica de las mismas. Por otro lado, ya que ha
sido probade que la SMART de Drosophila melancgaster detecta
carcindégenos -a través de la asociacibn entre carcinogénesis y
actividad recombinogénica-, &ste puede ser un tamiz preliminar
para identificar posibles anticarcinégencs, a un costo
relativamente bajo y en un tiempo reducido.

Estos resultados permiten considerar que los objetivos
iniciales del trabajo fueron cubiertos; los componentes de la
ralz de Ipomoea orizabensis, forman un extracto, que tiene
actividad protectora contra la mutagenicidad de la N-
Nitrosodimetilamina (DMN), el Metil-metanosulfonato (MMS) y la
Mitomicina C (MMC); aparentemente el efecto es debido a més de
un componente,

La inhibicién de la genotoxicidad de los mutigencs se
mostrd finicamente con una concentracidn por lo que es necesaria
la evaluacién de estos protocolos utilizando diferentes
concentraciones de los mutdgenos empleados para definir el
rango de inhibicién, por parte de la resina.
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CONCLUSIONES

Ninguna de lag tres especies pertenecientes al complejo
"Raiz de Jalapa" fue genotdxica en las larvas de primer y
tercer estadio; de igual manera la resina B purificada de
Ipomoea orizanbensis no fue genotdxica en los protocolos
empleados.

La resina de Ipomcea orizabensis protege a Drosophila
melanogaster de 1la genotoxicidad inducida por la N-
Nitrosodimetilamina, el Metil-metancsulfonato y 1la
Mitemicina €, administrada antes y después de los
mutdgenocs.

La proteccitin observada fue dependiente de la

concentracién.

La resina de I. jalapa no tieme actividad antimutagénica
cuando se administra después de la DMN y aumenta 1la
frecuencia de dafioc inducido por 1la DMN cuando se
administra previo a éste.

La resina de I. purga no tiene efectoc antimutagénico en
contra de la DMN.

La resina B de JIpomoea orizabenis tiene efecto
antimutagénico cuando se administra antes que la DMN.

Se sugiere con base en los resultados obtenidos que resina
de Ipomoea orizabensis tiene un efecto antimutagénico
{desmutdgeno} al reducir el dafio oxidativo que resulta de
ia actividad de los diferentes mutigencs de referencia.
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La prueba mutacién y recombinacisén sowmdticas de Drosophila
melanogaster es Gtil para detectar compuestos con
actividad genotdxica y/o protectora, asi como analizar
interacciones entre varias sustancias de interés; también
puede ser utilizada como tamiz preliminar en la bisqueda
de anticancerigenocs.
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