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Resumeo 

Equisetum myriochaetum es una planta Mexicana usada en la medicina tradicional para 

tratar varias enfermedades relacionadas con el riMn y la diabetes mellitus tipo 2. La 

planta medicinal se conoce populannente como "cola de caballo", sus principales 

compuestos son navonoides. El presente estudio trata de la evaluación genotóxica del 

extracto fitoterapeútico de Equisetum myriochaetum en el ensayo de Mutación somitica 

y Recombinación mitótica (SMART) en las alas en Drosophila me/anogaster. El 

extracto fue administrado de fonna aguda (6 horas) a larvas de 3 días de edad (72 :! 

3hrs) con 8 concentraciones diferentes detenninadas mediante un ensayo de LDso. Dos 

cruzas diferentes que involucran los marcadoresj1r (fiare) y mwh (multiple wing hairs) 

fueron usadas: la estándar (ST) con bioactivación nonnal y la cruza de alta boactivación 

(HB) en la cual las moscas tienen una alta capacidad de biotransfonnación dependiente 

de los citoeromos P450 los cuales se sobreexpresan de fonna constitutiva. En ambas 

cruzas sólo se analizó la progenie transheterocigota. Los resultados mostraron que no 

hay diferencias estadisticamentc significativas en la frecuencia de manchas entre el 

control (agua) y las series tratadas (0.78, 1.56,3.12,6.25, 12.5, 25, SO, 500 ppm) del 

extracto de E. myriochetum. Para evaluar los posibles efectos teratog~nicos inducidos 

por el extracto de E. myriocl/Oelum se utilizaron moscas de la cepa silvestre a las cuales 

se les administró el extracto fitoterapeútico en 8 concentraciones diferentes desde e I 

primer estadio larvario hasta adultos. Los resultados sugieren que el extracto 

fitoterapelÍtico de E. myriochaetum no es genolÓxico ni teratog~nico en las células 

somilicas de Drosophila melanogasler. 

Abstract 

Equiselum myriochaetum is a Mexican plant used in tradicional medicine for Ihe 

treabnenl of several diseases such as kidney disease and diabetes mellitus type 2. This 

medicinal plant is popularly known in M~xico as "horsetail", their principal compounds 

are tlavonoids. 1be present study deals with !he evaluation of the genotollóicity of a 

phytotherapeutic extract from E. myrochaelum in the wing somatic mutation and 

recombination test (SMAR1) of Drosepllila me/anegaster. The extract was 

administered by acute feeding (6 hours) lo 3 old day larvae with 8 different 

concentrations. Two differenl crosses involving (he markers flare (jIr) and multiple 
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wing hairs (mwh) were used: the standar (ST) cross with normal bioaetivation and lhe 

high bioactivation (HB) eross, which has a high constitutive cytochrome P450· 

dependent bioactivacion capaeity. In both erosses, were analyzed only the 

transheterozygous progeny. The results showed that there is no stalistically significant 

differenee in spot frecuencies belWccn control and treated series. Results lhat suggest 

thallhe phytotherapeutic extraet from E. myriochaetum is nOI genolOxic in somatic eells 

of D. melallogaster. 
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INTRODUCCiÓN 

El uso de las plantas como medicina se remonta al hombre primitivo, se han 

enconlnl.do evidencias de que la asociación hombre-planta data de 60 000 años. pues en 

la cueva de un hombre de Neandertal fueron encontrados, junto con su cuerpo, restos de 

numerosas plantas, el análisis del polen reveló que todas ellas tenian un valor medicinal 

(lin-Ming el 01. 20(3). 

El documento de medicina más antiguo que se conoce es la tablilla de arcilla de 

los Sumerios que tiene una antigüedad de 4,000 aftos, en ella se describe la utilización 

de plantas para varias enfermedades. En el tiempo de la antigua civilización de Egipto, 

se manejaba mucha información sobre las plantas medicinales. De entre los remedios 

prescritos para aliviar el dolor habia tratamientos para el corazón y para la circulación. 

Esta información, junto con cientos de otros remedios, están preservados en los papiros 

Ebers desde hace 3,500 de años. La antigua China es también una fuente de infomlación 

acerca de los usos de las plantas en la medicina. El Pun tsao, es una farmacopea que fue 

publicada alrededor del año 1,600 (a.C.) y que contiene miles de natamicntos para 

enfermedades a base de plantas y son atribuidas al trabajo de Shen-nung, emperador de 

China quien vivió hace 4,500 años. En la India, la mediCina InI.dicional se conoce desde 

hace varios miles de años y se encuenlnl. en la colección Hindú conocida como los 

versos sagrados de Rig-Veda (lin-Ming, el al. 2(03). 

Actualmente se considera que del 75% al 90% de la población rural en el mundo 

aún utiliza la medicina tradicional como único remedio para la salud. Esta larga 

tradición continúa siendo utilizada en paises de Asia como China, India y varios paises 

del continente africano y sudamericano. En el análisis de las medicinas aprobadas por la 

Food and Drug Administration (FDA) en Estados Unidos realizado por Cragg y 

colaboradores se encontró que 157 de los 520 medicamentos (30%) aprobados en un 

periodo de 10 años (1983-1 992) eran productos naturales o sus derivados (Cragg el al. 

1997; lin-Ming el al. 2(03). 

En el este de Europa el mercado de la fitoquímica generó $2.2 mil mi llones de 

dólares (70 % solamcnte en Alemania) en 1989 y sigue aumentando. El comercio de 

plantas u tilizadas dentro de E uropa para medicina no convencional se incrementó de 

15% a 20% por año con un importante valor de 3.6 mil millones de dólares en 1995 

(Anon, 1996; Jin-Ming el 01., 2003). Hoy, entre los 25 medicamentos más vendidos en 

el mundo, el 30% corresponden a productos naturales (lin-Ming el al., 2003). 



México posee una nora medicinal muy extensa y las características 

socioeconómicas del pals han contribuido a la continuidad en el uso de plantas 

medicinales. Se estima que aproximadamente el 60 % de los mexicanos utilizan plantas 

medicinales para tratar diversos padecimientos (Meekes. 1993). 

Nuestro pals tiene una gran tradición en el uso de plantas medicinales para el 

tratamiento de enfermed3des. Los primeros registros del uso de las plantas medicinales 

se produjeron después de la conquista y quedaron plasmados en códices, cntre los 

cuales destacan el d e De Libellus de Medicinalibus Indorum Herbis d e Martín del a 

Cruz y el de Historia Plan /arum Nova Hispan« que aparece en castellano, bajo el título 

de His/oria Natural de la Nueva España de Francisco Hemández (1959). En este último 

es donde se describe la planta conocida como Acatzanaiexitl (Figura 1) que con 

tlalahoéhoetl y tezcalpachtli xalatlauhcense cura las diarreas. En 1886 Francisco del 

Paso y Troncoso reporta que el "acatzanaicxitl" o "pie de tordo", que ha sido 

considerado como un Equisetum. es una planta que tiene tallos verticiliados, 

constituidos por entre-nudos articulados, que los indios compararían, muy propiamente 

con las falanges articuladas de la pata de aquella ave (Valdés y Flores, 1985). 

Figura 1._ ACATZANAfcX ITL (Hemánde7.. 1959). 
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Etnofarmacologia y Fitomedica meoto 

la Etnofarmacologia es la observaci6n, identificaci6n, descripci6n e 

investigaci6n experimental de los ingredientes que hay en las plantas y efectos de 

medicina tradicional; estas investigaciones se basan en disciplinas como la botánica, la 

farmacología, la toxicologia y la qulmica, enlJe otras (Holmstedl, 1991; Heinrich y 

Gibbons, 2001). 

El concepto de fitomedicamento que se encuentra en la Farmacopea Europea 

del año 2000, se refiere a la planta completa 6 parte de la planta, de un alga, hongo 6 

liquen en un estado sin procesar y que usualmente se emplea en forma seca aunque a 

veces fresca. Un filomedicamenlo se produce por la utilizaci6n de la planta entera para 

que todos sus compuestos trabajen de forma sinérgica y puedan ejercer una .actividad 

biol6gica (Gaedcke y SteinhofT, 2003). 

Equisetum myriochaetum Scbldl. Cbllm. & Linnllul830. 

Nombre común. Tujt (tzeltal),. tut mol (tzotzil), yok"es (tzeltal), carricillo, cola de 

caballo, limpiaplata, limpiaplatos. 

Planta terrestre (Figura 2); ta llos aéreos de 2-5 (hasta 8) m de alto, con verticilos 

regulares de ramas, 2-23 mm de diámetro, acanalado con 16 a 48 canales; vainas del 

tallo con un radio de largo y ancho de 11.5, margen oscuro en el lado superior, el resto 

del mismo color que el tallo, ocasionalmente en los especimenes grandes la base de la 

vaina es oscura, estomas en una línea, en cada lado del surco; ramas con 6 a 8 canales, 

con tubérculos que recuerdan a los dientes de una sierra, apuntando hacia el ápice; 

estróbilo terminal en las ramas y en el tallo principal, romo o puntiagudo; estróbilos del 

tallo de hasta 12 mm de diámetro; estróbilos de las ramas de 10 mm de largo y 4 mm de 

diametro (Palacios-Rios, 1998). El género Equisetum se distribuye en América, Europa, 

Asia, África, Filipinas, Nueva Guinea, Nueva Caledonia e Islas Fidj i; cuenta con cerca 

de 15 especies, 13 de las cuales se encuentran en América, 5 de éstas en los trópicos. En 

particular, la especie myriocftaefUm, se distribuye ampliamente en nuestro país en los 

estados de: Nayarit, Míchoacán, Guerrero, Nuevo León, San Luis Potosi, Tamaulipas, 

Hidalgo, Puebla, Estado de México, Veracruz, Oaxaca y Chiapas (Palacios-Rios, 1992). 
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Se encuentra en cañadas, orillas dc arroyos, en terrenos arenosos y húmedos y sobre 

laderas calizas cen vegetación de bosque mesófilo de montai'la, matorral submonlano, 

bosque de Pinus, bosque de Pinus-Quercus, bosque tropical caducirolio, bosque tropical 

supercnniro lio y bosque de galería, a una allitud de 300 a 2,100 m (Palacios-Ríos, 

1998). 

d 

Figura 2.- E:.. myriochaelUm; &, hábilO; b, detalle de 1& vaina; e, detalle del esu-óbilo; d, detalle de los 

úllimos ejes (Palacios-Rios. 1992). 

Taxonomla (Trease y Evans, 1991 ). 

Phyla: Pteridophyta 

Clase: Articulatae 

Orden: Equisetales 

Famil ia: Equiselaceae 

Género: Equiselum 

Especie: myriochoefllm 
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Usos: 

El Equisetum myn'DChaelum se utiliza en la medicina tradicional para el 

tratamiento de enfermedades del riMn. se recomienda para problemas de hígado y en 

combinación con otras plantas se emplea contra la tuberculosis, contra el dolor de 

estómago; el agua que resulta de la infusión de la planta se usa para bailos, como 

diurético, antiséptico urinario, dolores corporales, también es utilizado para la diabetes 

(Pérez el al., 1985; Palacios-Rios, 1992; 2002; Arguela, 1994; www.semamat.gob.mx). 

En 1999 Andrade-Cello y colaboradores determinaron el efecto hipoglucemiante del 

extracto acuoso y butanolico de partes aéreas del E. myriochaelum utilizando ratas 

diabéticas inducidas con estteptozotocina. Obteniendo con una sola administración oral 

una significativa reducción de glucosa en sangre, similar a la conseguida con la 

glibenclamida (3mgIKg.). Otro reporte acerca del efecto hipogluctmiante de la planta 

fue realizado en el Centro médico siglo XXI, en éste, solo se probó el efecto de! extracto 

acuoso de partes aéreas del E myriochaelum (O.33g1kg) en 11 pacientes a los cuales 

recientemente se les habia diagnosticado diabetes mel1i tus t ipo 2. Solo una dosis del 

extracto fue administrada y la cantidad de glucosa e insulina fue determinada a 

diferentes tiempos O, 30, 60, 90,120 Y 180 minutos después de la administración. Los 

resultados demostr.iTon que el extracto E. myriochaelum tiene efecto hipoglucemiente 

en pacientes con diabetes mellitus tipo 2 después de 90 mino de haber sido admmistrado 

(Revilla el al., 2002). 

Co mpuestos reportados de Equisctum myriochaclum 

Los compuestos presentes en el extracto activo farmacológicamente de las partes 

aéreas de Equisetum myriochaetum son glucoflavonoides: campferol-3-O-sofosido, 

campferol-3,7-di-O-~-glucosido, campferol- 3-O-soforosido-4'-O-¡\-glucosido y el 

precursor caffeoyl-metil-ato-4 '-O-(l-glucopiranosido (Wiedenfeld el al .. 2(00). 

Otros compuestos reportados para esta especie son: ~-D-glucosa; 2 fla vonoidcs: 

la pinocembrina (5,7-dihidroxiflavonona) y la crisina (5,7-dihidroxiflavona); dos 

estero les: ~-sitoslero l y el P-D-glucositosterol; un carbohidrato: la Il-D.glucopiranosa, y 
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ocho ácidos grasos identificados como laúrico, miristico, pentadecanoico, palmltico, 

margárico, esteárico, behénico y lignocérico (Chavez., 1991; Cam.cho el al., 1992). 

Los flavonoides son pigmentos casi universales en los vegetales. Casi siempre 

hidrosolubles, son responsables de la coloración de las flores,. frutos y a veces de las 

hojas. Los flavonoides son amarrillos, azules, violetas, antociauósidos rojos y si no son 

directamente visibles ayudan a la coloración como copigmentos. Existen mAs de 4,000 

todos tienen un mismo elemento estructural Msico, se agrupan con relación al grado de 

oxidación del grupo pirlmico central en f1avanos, flavonoles,. flavonas y antocianidinas 

(Figura 3) (Devore, 1978). Las funciones biológicas de los flavonoides son en general: 

protectores de las células contra e I daño o xidativo (antioxidantes), p rote<:tores contra 

UV-B, eliminadores de radicales libres, fitoalecinas (honnonas vegetales), fungicidas, 

insecticidas, antivirales, antihemorr!gicos (factor vitamina P), espasmollticos, 

antihepalÓxicos, diuréticos, antia1érgicos, bactericidas; tienen una gran capacidad para 

fijar metales como el hierro y el cobre; tienen actividad sedativa, y como antima1áricos; 

como moduladores de enzimas de biotransfonnación, agentes antitumorales; para la 

prevención de enfennerlades cardiovascu1ares. Estudios epidemiológicos han 

demostrado que los flavonoides tienen propiedades anticarcinogénicas y antioxidantes 

(Havsteen, 1983; Shamberger, 1984; Hodnick el al., 1986; Middleton y Teramura 1993; 

Hertog el al 1995; Fonnica y Regelson, 1995; Eaton, 1996; Rhodes y Price, 1996; 

Duarte-Silva el al., 1997" y 1997"; Noroozi el al., 1998; Zhai, 1998; Graefe y Veit 1999; 

Lean el al., 1999; Wagner 1999; Bnlent el al., 2000; Kang el al., 2000; Lu el al., 2000; 

Wang y Spoms, 2000; Masuda el al., 2001; Murakami el al., 2001; Martinez-Flórez el 

al., 2002). 
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Figun. 3.< f'bv(lnoi!les. Estructwu bisi".s y tipos (Devore, (978). 

Diabetes mellitu! 

La diabetes mellitus es un grupo heterogéneo de alteraciones caracterizadas por 

la hiperglucemia crónica asociada a una acción inadecuada de la insulina que es 

acompañada por una variedad de alteraciones bioquímicas y manifestaciones c línicas. 

Esta enfennedad está delenninada genéticamente y el sujeto que la padece tiene 

alteraciones en el metabolismo de carbohidratos, gT8S3S y proteínas, junto con una 

re lativa o absoluta deficiencia e n la se(:m:;ión de insulina y con grados variables de 

resistencia a é sta. Cuando la enfennedad a Jcanza pleno desarrollo, s e caracteriza por 

hiperglucemia en ayunas y, en la mayoría de los pacientes con larga evolución de la 

enfennedad por complicaciones microangiopiticas, en especial renales y oculares, así 

como miacroangiopllticas con afección a las arterias coronarias, enfennedades 

vasculares periféricas y neuropatía (Islas y Revilla, 1999). 
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A partir del 2001 la diabetes mellitus tipo 2 se convirtió en la primen! causa de 

mortalidad en México (www.ssa.gob.mx). 

Toxlcologia 

Los seres vivos estamos expuestos a la acción de numerosos agentes 

potencialmente t6xicos, sean éstos fisicos, qulmicos o biológicos, que provocan efectos 

fisiológicos, bioquímicos, patológicos y, en algunos casos, genéticos. La toxicología es 

la ciencia que estudia la interacción entre los compuestos quimicos ambientales y los 

sistemas biológicos. La mayotia de las sustancias qulmicas presentes en el ambiente son 

de origen artificial, es decir, son sintetizados por el hombre. Sin embargo, existen 

cientos de venenos naturales genaados por microorganismos, hongos, plantas y 

animales, q ue son m uy tóxicos para otros seres vivos. La toxicologla e s una ciencia 

aplicada que se basa en metodologias de una gran variedad de ciencias como la 

fisiologla, la farmacología, el estudio del metabolismo, etiologla, genética, embriología, 

química y estadística (Brusick, 1987; Rodtiguez-Amaiz, 2003"). 

Toxicológica genética 

Es la disciplina científica que identifica y analiza la acción de un grupo de 

agentes tóxicos que son capaces de interactuar con el material genético de los 

organismos. Estos compuestos se denominan genotóxicos. El objetivo primordial es, el 

de detectar y entender las propiedades de los agentes fisicos y qulmicos que son 

genot6xicos y que producen efectos hereditarios desde deletéreos hasta letales. Es, por 

lo tanto, una ciencia esencialmente multidisciplinaria que pretende establecer la 

correlación que existe entre la exposición a agentes xenobióticos y la inducción de 

alteraciones geneticas tanto en las células germinales como en las células somáticas de 

los organismos, y definir, a partir de ello, los efectos que las toxinas ambientales 

producen sobre la integridad genética de los seres vivos. Durante la evolución de esta 

disciplina científica, mis de 200 sistemas in vivo e in vitro han sido desarrollados, de los 

cuales solo algunos han sido totalmente validados. La exposición a los agentes tóxicos 

puede presentarse en forma aguda, es decir, en un solo episodio generalmente 
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accidental, en el cual ingresan al organismo cantidades elevadas de alguna toxina. 

También puede darse en forma crónica, si existe exposición continua a dósis bajas, que 

suele ir acompaftada de su acumulación en e l organismo, produciéndose la ~spuesta 

tóxica después de mucho tiempo. La ruta o forma de entrada al organismo es también 

variada: puede ser por inhalación. por vla digestiva o por contacto a través de la piel. 

Las poblaciones de organismos pueden estar expuestas a las toxinas de manera J) 

involuntaria, como ocurre en el ambiente abierto, 2) voluntaria, cuando el individuo 

emplea drogas o agentes terapéuticos, y 3) ocupacional, en e l ambiente de trabajo. 

(Brusick., 1987; Casciano, 1991 ; Rodriguez-Amaiz, 2003"). 

Cuando un agente xenobiótico ingresa al organismo, puede ser reactivo por sI 

mismo y es por tanto de acción directa, o bien, puede ser activado por las enzimas 

metabólicas, en cuyo caso es de acción indirecta y se llama promutágeno. Cuando se da 

la interacción del compuesto o su metabolito con el DNA, la lesión podrá ser reparada 

de forma eficiente o ineficientemente, de manera tal que el dai'lo genético inicial podrá o 

no ftiarse, expresándose en las diferentes estirpes celula~s, tal como se muestre en la 

Figura 4 (Rodrlguez-Amaiz, 2003"). 

/g,"kg,OO"';OO~ 

Ageme directo Agente indirecto (mcu.bolismo) 

~ /' 
Interacci! con el ONA 

...--- Reparación --.. Ineficiente 
Eficiente 

¡ 
ADN no .ltendo 

¡ 
¿ Da/lo gCn~iOO---........ 

C~lulas somáticas C~lulas germinales 

! ! 
Alteración heredable 

Figun¡ 4. Los agentes gen0t6xiC<l$ y el dallo ge~iC() inducido (R<Jdrrguc¡o;·Amaiz. 200)'). 

Teratogénesis 

Los agentes genolóxicos que provocan a lteraciones durante el desarrollo 

embrionario se conocen como teralógenos y estos se conocen desde el efecto 
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ocasionado por la talidomida, que en 1962 provocó el nacimiento de 10 000 niños 

mal formados en Alemania, Japón y otros países. La droga sedativa ejerce sus efectos 

nocivos entre los días 35 y 50 del embarazo, pero no produce ningún efecto en el 

embrión en desarrollo antes o después de este periodo. Actualmente se conocen muchos 

factores que alteran el desarrollo y producen niños mal formados. Entre ellos destaca el 

factor genético, debido a: la herencia de genes o combinaciones cromosómicas, la 

exposición a radiaciones, las enfermedades viraJes (como la rubéola) y a diversos 

agentes químicos que han mostrado ser teratógenos en animales de laboratorio en ciertas 

etapas del desarrollo, específicamente durante la formación de los órganos del cuerpo, u 

organogénesis (Figura 5). Sin embargo, el número de teratógenos químicos conocidos 

para los seres humanos es muy reducido y la mayoría pertenece al grupo utilizado en la 

quimioterapia del cáncer (Rodríguez-Amaiz, 2003"). 

ORIGEN GENF:rICO ORIGEN NO GENttlco (Ambientales) 

''''''~ 7"/'-" ... , .. 
Teralogénesis - Deficiencias nulricioaales 

'" Drogas de abuso 

Drogas lerapMicas 

Figura 5. Origenes de las malformaciones embrionarias (Rodríguez-Amaiz, 2003'). 

Sistemas Biológicos de Prueba 

Para que un agente químico sea lanzado al mercado debe conocerse antes su 

toxicidad, su destino ambiental y el uso al que va destinado. Sin embargo, si un agente 

químico ya está en el comercio deben definirse y cuantificarse los datos en cuanto al 

riesgo genético que conlleva su uso. Existen dos formas o aproximaciones para probar a 

los agentes químicos: a) Aproximación en hilera, que es muy utilizada para probar gran 

número de sustancias, b) El empleo de una batería de pruebas. Para el primer caso se 

emplea una sola prueba que debe ser rápida, confiable y barata. Los agentes son 

eliminados con base en la respuesta, así que pocas sustancias, las positivas, se dejan 
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para ser evaluadas con pruebas más costosas y definitivas. Con la segunda 

aproximación se eliminan los agentes no genotóxicos, ya que muestran ser inactivos en 

todas las pruebas empleadas. La baterla de pruebas seleccionada debe ser capaz de 

identificar a los agentes que tienen una afinidad específica por el DNA; debe tener una 

capacidad metabólica apropiada y ser reproducible entre laboratorios. Los sistemas de 

prueba se idearon con el propósito de evaluar, en organismos de bioensayo, los efectos 

producidos por agentes químicos ambientales, a los que el hombre está e:o:puesto. Las 

caracteristicas que debe tener todo sistema de prueba son básicamente la sensibilidad y 

la reproducibilidad. La sensibilidad de un sistema de prueba se define como la 

capacidad del sistema para detectar con facilidad y precisión estadística un pequeño 

efecto mutagénico inducido. La reproducibilidad implica la similitud de respuesta de un 

sistema en y entre laboratorios. Otras caracteristicas que destacan para que un sistema 

de prueba sea empleado a nivel internacional son: bajo costo, corta duración, que 

delecte u n a mplio rango d e eventos genéti<:os y que favorezca el u so de tamaños de 

muestra satisfactorios, entre o tras. Esto se 1 ogra solamente con el establecimiento de 

protocolos similares entre los diferentes sistemas, lo cual permitiría llegar a 

interpretaciones estandarizadas y entrenando al personal para que adquiera niveles 

técnicos competentes. Esta reproducibilidad es también deseable en la forma de 

respuestas confiables de los datos positivos y negativos. Sin embargo, las diferencias en 

cuanto a organización y metabolismo entre procariontes y eucariontes hacen muy dificil 

la uniformidad en la respuesta. Aunque en la actualidad existen más de 150 sistemas de 

prueba, solamente se utilizan unos pocos para evaluar los probables efectos genotó:o:icos 

inducidos por agentes químicos ambientales. Entre los empleados más comúnmente 

están los que detectan mutaciones en células germinales y los que detectan mutaciones, 

rompimientos cromosbmicos (clastogenia) y recombinación mitólica en células 

somáticas. Estas últimas permiten predecir la capacidad carcinogénica de los 

compuestos sujetos a prueba (De Serres, 1975; Kilbey el al., 1981; Valencia el al., 

1984; Rodriguez-Amaiz, 2003~. 

Drosophila me/onogas/u 

El e studio de los e fectos genéticos inducidos por fármacos d ebe realizarse en 

organismos modelo de laboratorio, antes de su aplicación en la práctica clínica humana. 

El descubrimiento de la acción mutagénica del gas mostaza, cn células somáticas 
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(Auerbach, 1945) marca e l inicio de las investigaciones para detectar el potenc ial 

mutágenico de una gran variedad de compuestos qu[micos. La mosca de la fruta 

DrosQphila melanogosler es uno de los organismos modelo que se ha utilizado en la 

toxico[ogla genética para detectar el riesgo gem!tico que representa la exposición a 

diversos agentes qulmicos, en ocasiones extraordinariamente reactivos, con las diversas 

macromoléculas celulares, en particular con el DNA (Rodrlguez-Amaiz, 2003'1. 

El ciclo de vida de Drosophila presenta un periodo de embriogénesis que ocurre 

en la etapa de huevo y una sucesión de larvas que culminan con una metamorfosis 

completa (holometábola) de la cual surge un "¡mago" ó adulto. La duración de los 

diferentes estadios en el ciclo de vida a una temperatura constante de 25<><: ± 1, es: 

huevo, 0-24 horas; larva de primer estadio, 24-48 horas; larva de segundo estadio, 48·72 

horas; larva de tercer estadio, 72-120 horas; pupa, 120-240 horas y adulto 30 días 

(Figura 6) (Demerec y Kaufmann, 1962). 

"'/ ' ./ ) 

'" 

Fi¡ ...... 6.· Ciclo de ,-ida de DrQsopJrllo IMIQnoga.ttu(esq ... ema rulizado por Aldi de O)'atzabal. 2(03). 
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Blologla del desarrollo de DrQsophila ",e!onogoster 

Los espermatozoides quedan almacenados, después de la cópula, en la 

espermateca de la hembra. la penetración del espermatozoide ticne lugar a través de 

una abertura llamada micrópilo que se encuentra en al extremo anterior (polo animal) 

del óvulo. Posteriormeme el n(¡clro del espennatozoide y el del óvulo se unen para 

integrar el núcleo del cigoto, lo que representa el estado inicial dcl desarrollo del 

embrión. la hembra deposita los huevos poco tiempo después de que el esperma 

penetró en ellos, o bien los retiene en el útero durante los estadios mas tempranos del 

desarrollo embrionario. El huevo es de color blanco lechoso, tiene una longitud 

promedio de 430 micras, la superficie dorsal es aplanada y la ventral algo convexa, tiene 

un par de mamemos delicados que son extensiones dcl carian s ituados en la región 

anterodorsal, los cuales impiden que se hunda el huevo cn la superficie blanda del 

medio de cultivo (Dcmerec y Kaufmann, 1962; Demerec, 1965). 

Transcurridas las primeras 24 horas del huevo eclosiona la larvil de Drosophila 

melallogasler que presenta dos linajes celulares diferentes; las células larvarias que 

forman el tejido de la larva y las células imaginales, que formarán las estructuras y 

tejidos del adul to. Una vez establecidas las células precursoras de los discos imagina les, 

éstas siguen un desarrollo asincrónico al de las células larvarias (Demerec, 1965). Las 

células larvarias llevan a cabo las funciones vitales de esta edad, en el caso de las 

glándulas salivales se ha perdido la capacidad de división y solamente aumentan de 

tamaño, éstas presentan cromosomas politénicos que se forman mediante el fenómeno 

de endomitosis, y están determinadas y diferenciadas genéticamente (Dcmerec, 1965; 

Wilkins, 1986; Pomerai, 1990). A diferencia de las células larvarias, las células 

precursoras de los discos imaginales no participan en la formación del cuerpo de la larva 

y se originan del ectodermo (Dcmerec, 1965). Las células imagina les se distinguen de 

las células larvarias por su tamaño pequeño, consti tución cromosómica diploide, 

retcnción de la capacidad de división celular y porque están determinadas 

genéticamente a lcanzando su d ifcrenciación hasta que e ntran a la etapa de pupa q ue 

con esponde a la metamorfosis (Pearson, 1974). Estas células se localizan en estruc turas 
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características denominadas discos imaginales los cuales son primordios celulares que 

incrementan su tamaño al multiplicarse el número de células mediante divisiones 

mitóticas que ocurren en momentos particulares durante el desarrollo larvario 

(Madhavan y Schneiderman, 1977; Cohen, 1993). 

En el último estadio larvario, la cutlcula se va endureciendo de manera paulatina 

y se toma oscura, posteriormente se forma el pupario. Durante la metamorfosis, la 

hormona ccdisona desencadena una serie de cambios en el organismo los cuales 

involucran la destrucción de ciertos tejidos y órganos larvarios (histólisis) y la 

organización de estructuras del adulto a partir de los discos imaginales (Figura 7). Los 

órganos que son completamente histolizados durante la metamorfosis son: glándulas 

salivales, intestino, cuerpos grasos y músculos larvarios. La mayor parte de los órganos, 

así como algunas e.structuras integumentales de la cabeza, tórax, genitales externos del 

adulto se forman a partir de los i:liscos imaginales ya presentes en las larvas o por 

células larvarias que se diferencian a l ocurrir la reorganización del estado pupal, por 

ejemplo: el disco del ala forma el ala y además la región dorsal y parte latera l del tórax. 

Cada disco tiene una forma y tamaño caracteristico, así como una localización precisa 

dentro del cuerpo d e la larva. E I estado pupal loma de 3 a 5 d ¡as y termina cuando 

emerge el ~imago" o adulto (Demerec, 1965; Fristrom y FriSlTOm, 1993). 
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Figura 7._ Di:;o:;os imaginalcs de Drosophilo melonogasltr(csquema reaLizado por Aldi de Oyarzabal. 

2(03). 

Cuando la metamorfosis acaba. emerge el adulto rompiendo el extremo anterior 

de la envoltura puparia, el cuerpo de la mosca es alargado, sin pigmentación, tieoe las 

alas totalmente plegadas y al poco tiempo estás se extienden. A medida que pasan las 

horas el adulto adquiere su color característico. A las 8 ó 9 horas el "imago" alcanza la 

madurez sexual (Dcmeree, 1965; Wilkins, 1986). 

Las ventajas que presenta la mosca de la fruta por las cuales se considera un 

organismo modelo son: ser un organismo de lamai'lo pequei\o, con dimorfismo sexual. 
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con un ciclo de vida corto, de aproximadamente 10 días a 25 oC con una humedad 

relativa del 60 %, pueden realizarse estudios tanto en células germinales como en 

células somáticas, sensibilidad para detectar agentes químicos, existen un gran número 

de cepas diferentes (> 12 000) con mareadores específicos que permiten la evaluación de 

gran variedad de efectos genéticos, sus 4 cromosomas estén completamente mapeados 

por metodologías diversas tales como la genética, la citológica y recientemente la 

molecular. Su secuencia genómica ha revelado que la mitad de las proteínas 

secuenciadas tiene similitud con las proteínas de mamlferos, además la mosca presenta 

una ortología de 61% d e genes para enfermedades humanas y un 68% d e genes que" 

controlan cánceres, así como gran similitud en rutas metabólicas, sistema propio de 

activación metabólica para biotransformar ciertos procarcinógenos. Aspectos cruciales 

como las interacciones con el ambiente o los contactos célula-célula, no pueden 

entenderse cuando se trabaja con células o tej idos que derivan de organismos 

multicelulares cultivados in vi/ro (Baars, 1980; WQrgler y Vogel, \986; Vogel, 1987; 

Ziljstra y Vogel, 1988; Lindsley y Zimm, 1992; Rodrlguez-Amai7. y Ramos, 1992; 

Vogel, 1992; Guzmán-Rincón y Graf, 1995; SI John y Xu, 1997; Vogel, el al., 1999; 

Adams, el al., 2000; Rubin, el al. , 2000; Yesilada, 2001; Rodriguez-Amaiz, 2003"). 

Graf y colaboradores (1994) mostraron que el ensayo in vivo de mutación somi!.tica y 

recombinación mit6tica de Drosophila puede detectar la genotoxicidad de mezclas 

complejas y de bebidas como brandy y vino tinto espaftol. En particular, es posible 

administrar el materia l sujeto a prueba de manera similar como se consume 

IlOrmalmente por lo seres humanos. 

Prueba de mutación y recomblnaclón som'tica (SM ART) 

Este ensayo se basa en la generación de moscas c on un genotipo tal, que un 

evento mutacional en la célula somática genera un cambio genético que se manifiesta 

fellOtipicamente en todas las células hijas, a través de un c1on. Se emplean marcadores 

genéticos q ue a fectan el genotipo de los discos imaginales, de modo que el daño se 

induce en las células de las larvas, y se manifiesta en e l cuerpo diferenciado del adulto. 

Los clones generan ma~chas en la superficie del adulto por lo que permiten una 

detección sencilla del cambio genético producido. Las alteraciones genéticas pueden ser 

debidas a recombinación mit6tica, mutación somi!.tica, rompimientos cromosómicos y 
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no disyunción (Graf el al., 1984) (Figura 8). Por otra parte la pérdida de heterocigosis 

en células somáticas, debida a la recombinación mitótica inducida (recombinogénesis), 

se ha asociado, al menos en parte, con los fenómenos de iniciación de algunos tipos de 

cáncer (Rodrlguez-Amaiz, 2003b
) . 
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Figura 8.- Eventos que detecta la prueba de mutación y recombinación somática (Adaptado de Graf el al., 

1984). 

Los ensayos de mutación somática y recombinación mitótica más utilizados son 

los que emplean marcadores genéticos en las alas y en los ojos. En el ensayo SMART 

alas, se trata a larvas transheterocigotas para los marcadores mwh y jlr (Figura 9), los 

cuales originan diferentes tipos de mancha que son: manchas simples chicas y manchas 
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simples grandes asi COlijO manchas gemelas. En las manchas simples, sólo uno de los 

dos marcadores antes mencionados se expresan. mientras que los eventos de 

recombinación entre el mareador proximal (jIr) 't el centrómero, dan origen a manchas 

gemelas, las cuales expresarán los dos marcadores de manera independiente. Por su 

origen las manchas gemelas son indicadoras de recombinación mitótica (Grar el al. 

1984). 

Figura 9.- Microsoopia de BalTido de 1", man;adores ,,",'h y JI~ (Fotos donadas por el Dr. Graf a la Dra. 

Rodriguez-Amaiz). 

Ventajas de SMART 

Una de las ventajas de este sistema es que el tiempo del ensayo es de una 

generación ( 10 días). perm ite analizar un gran número de células blanco (o: 1,000,000) 

con un tamaño de muestra de 40 alas (Garcla-Bellido y Dapena 1974; Grar el al. , 1984; 

Vogel el al .. 1985; WLlrglcr el al., 1985) 



Planteamiento del Problema 

El uso de las plantas medicinales está sumamente difundido en nuestro país. sin 

embargo. en la mayoria de los casos, la administración de estas no tiene una base 

científica y solo se utiliza de manera emplrica (cultura oral). 

Es ímportante realizar estudios científicos a traves de los cuales se compruebe su efecto 

y se descarten los aspectos tóxicos, genotóxicos y tcratógenicos. 

2l 



Hipótesis: 

Ho: 

El extracto de Equisetum myriochaelum no produce un efecto genot6xico. por lo 

que la frecuencia de manchas en las series tratadas y en el testigo concurrente será 

similar. 

Ha: 

El extracto de Equiselum myriochaetum producirá un efecto genotóxico. lo que 

será reflejado en una frecuencia mayor de manchas en las series tratadas que en el 

testigo concurrente. 



Objetivo Gener al: 

Determinar el efeclo genolóxico inducido de !:quise/11m myriocl/ae/um mediante el 

empleo de células somáticas del ala de Drosophilu melulloguster. 

Objetivos Particulares: 

Establecer la cUlva dosis-respuesta. 

Determinar si el extracto actúa de forma di~ta o si requiere de activación metabólica 

(indirecta). 

Comparar la respuesta en la actividad mutagénica y recombinogénica con respecto al 

metabolismo en las dos cruzas: la estándar y la mejorada. 

Determinar si el extracto es capaz de inducir malformaciones genéticas que se expresen 

en los adultos. 
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MATERIALES Y METODOS 

Cepas de Drosophlla 

Las siguientes cepas de Drosophi/a melanoga.tfer fueron ut ilizadas. (1) mw" e 

(multiple wing hairs): línea que porta dos marcadores recesivos en el cromosoma 3. El 

primero, mw" se encuentra localizado a 3-0.3 cM (entre Jap y ro). Este marcador 

afecta los tricomas, causando tricomas supernumerarios, (más de 2 tricomas por célula) 

en lugar de I por célula como se presenta en el fenotipo silvestre. El marcador ebony (e) 

localizado a 3-70.7 cM, expresa u n fenotipo en e I que el color del cuerpo es oscuro 

(Lindsley y Zimm, 1992). (2) jI,JrrM3 (flare\ esta línea porta el marcador jlr que 

tambien afecta los tricomas de las alas ya que estos se observan como una flama; está 

localizado en el brazo izquierdo del cromosoma 3 a 38.8 cM (con respecto a h y Ih), en 

condición homocigótica es letal. Debido a lo anterior la línea porta el cromosoma 

balanceador TM3, ri pi' e bxJ.6e e Bds, que fue construida incluyendo multiples 

inversiones pericéntricas que involucran a gran pane del cromosoma 3. estabilizando de 

esta manera el alelojl,J, además el cromosoma puede distinguirse a nivel de renotipo 

porque contiene al marcador Bds (Beaded of 5errate) localizado a 3-91 .9 cM, el cual al 

ser dominante permite reconocer a los organismos portadores, los cuales muestran las 

alas con bordes discontinuos. Tambien es un gen letal en condición homocigota, por lo 

que en cada generación solo se recobran organismos heterocigolos fl~rrM3 Bé. (3) 

QRR jI,JrrM3: cepa que presenta resistencia a DDT, la cual se caracteriza por la 

sobreexpresión constitutiva de los genes P450 que se traducen en niveles altos de 

citocromos P450, enzimas que son codificadas por los genes que se encuentran en los 

cromosomas 1, 2 Y 3. (4) silvestre (Dapkus y Merrell, 1977; Frolich y Wilrgler, 1990; 

Grary van SchaiK, 1992; Lindsley y Zimm, 1992; Tijet el al., 2001). 

Sistema de cruzas 

Se cruzaron hembras ví rgenes de la cepajl,Jmt3 e Bds (2) con machos mwh e / 

mw" e de la cepa (1). conocida como cruza estándar con bioaclivación normal (51). 

Para la cruza de alta biOClivación (HB) se uti lizaron hembras vírgenes de la linea ORR-
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fl?rrM3 de la cepa (3) con machos mwh e / mwh e de la cepa (1). La linea ORR se 

caracteriza por la sobre expresión constitutiva de CY P 6A2 (Oraf el al., 1984; Graf y 

van SchaiK, 1992; Saner el al., 1996». La Figura \O muestra el sistema de cruzas 

empleado. 

P 

F 1 

<f flr 3
, In(3LR)TM3, r1 pP sep 

1(3) 89Aa bx~ e Bd' 

f.:i;fi;\~\ 

~liI\,)jJl: ! )1'~\\1 
~ \! V 
\v··' ,J¡' 

x 

Ó' mwh el mwh e 

mwh e + I + flr
3 

Libres de inwrsión 
(Ajas silvestres) 

mwh e + ITM3. e Btf 

Portadoras del balanceador 
(Alas Serrata. cuerpo ébano) 

Figura 10. Sistema de Cruzas empleado. La diferencia entre la cruza sr y HB es que las ~9 progenitoras son ORR, 

línea que no muestra un fenotipo visible (imagen propiedad dellabonltorio de Genética. Facultad de Ciencias, 

UNAM). 
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Compuesto químico 

Cápsulas con extracto homogenizado y liofilizado de Equiselum myriochaetum 

proporcionadas por el Dr. Andrade Ceno del Grupo de Etnofannacia, Facultad de 

Ciencias UNAM. 

Prueba de Toxicidad 

Para los experimentos de loxicidad se utilizaron 200 machos adultos de la cepa 

(2) jI,JffM3 e Bds de 6 horas de edad, los cuales se colocaron en viales (10 

individuos/vial). Estas moscas fueron alimentadas durante 48 horas con extraclos de E. 

myriochaetum en las siguientes concentraciones: 14.45, 28.90, 57.81, 11 5.6, 231 , 462.5, 

925, 1850 Y 3700 ppm. El control fue tratado con el solvente (agua). 

Medio de cullivo 

El medio de cultivo fue elaborado con: agua (82.56%), carragenina (0.99%), 

azúcar (4.62%), harina de maíz (6.94%), levadura de cerveza (4.36 %), ácido propiónico 

(0.26%) y nipagin (0.26%) (Ramos el al. , 1993). 

Ensayo SMART 

La prueba de mutación somitica y recombinación mitótica (SMAR1) fue 

esencialmenle realizada de acuerdo a Graf el al. (1984). Tres dias después de realizada 

la cruza los progenitores se transfirieron a frascos con medio de cultivo fresco en los 

que se colectaron huevos por un periodo de 6 horas (sincronización) con el fin de 

homogenizar la edad de la progenie, posterionnente se retiraron los progenitores 

dejando los huevos en el medio hasta que se desarrollaron las larvas del tercer estadio. 

El tratamiento agudo, se reali z.6 mediante la colecta de larvas de 72 ± 3h de ffiad con 

una solución concentrada de sacarosa (20"/0) después se colocaron en viales que tenían 
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en un extremo una malla de nylon y un lapón de poliuretano en el otro para impedir que 

las larvas escaparan. Los viales con alrededor de 200 larvas fueron colocados durante 6 

horas en vasos de precipitado de 10 mI de capacidad los cuales contenlan SO mg de 

celulosa en polvo y las diferentes concentraciones de E. myriochaetum: 0.78, 1.56, 3.12, 

6.25, 12.5, 25, 50 Y 5OOppm, los testigos concurrentes fueron tratados con el solvente 

(agua). Transcurrido este tiempo las larvas se enjuagaron con agua corriente y se 

transfirieron a medio de cultivo fresco hasta que emergieron los adultos. Este 

tratamient.o se realizó para ambas cruzas (ST y HB). 

Posteriormente se separó la progenie de acuerdo con su fenotipo: a) 

transheterocigotas (mwh e +1 + fl';) con alas y cuerpo silvestre b) portadoras del 

cromosoma balanceador (mwh e +/ TM3, e Btf) con alas Serrale y cuerpo ebony. las 

moscas se sacrificaron por exceso de anestesia con éter y se rtiaron en etanol al 70%. 

Las alas se disectaron del cuerpo de las moscas con la ayuda de unas pinzas de relojero 

y se colocaron por pares en portaobjetos con solución de Fauré (30 g de goma arábiga, 

20 mI de glicerol, 50 g de de hidrato de eloral y 50 mI de agua). En cada laminilla se 

alinean 20 alas de hembras y 20 alas de machos, de acuerdo con Graf e( al., ( 1984). 

Para el registro de las manchas se tomó únicamente la región distal del ala. la 

cual se subdivide en 7 secciones separadas por la venación natural como: A, B, C, C', 

D, D', Y E (Figura 11XGarcla-Bellido y Merriam, 1971 y Grar e( al. , 1984). 

Figura 11 .- Secciones del aja do: D,(»opllila meloJWgasler (imagen propiedad del Lab. Gcnftica. 

FaculLad de Ciencias UNA M). 
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Las alas fueron analizadas en un microscopio óptico (Nikon YS lOO) con un 

aumento de 400X, se registró cada mancha de acuerdo a la sección del ala en la que se 

encontró, el número de células que la fonnaba y el tipo de mancha: mwh. fl'; o gemela 

(Figura 12). Las manchas se clasificaron según el tamal\o en: simple chica (1 a 2 

células), simple grandes (>2 células) o gemelas (si se presentan los dos marcadores 

mutantes mwh y fl'; formando parte de la mancha). Se consideró que dos manchas se 

originaron por dos procesos independientes si se encontraban separodas por ] o mas 

hileras de Iricomas de tipo silvestre. 

a) manctuo "'WlIr b)manchajlr' el mancha ,,,,,,,,l. 

figura 12.· Tipos de manchas (fotos propiedad del Lab. Genética, facultad dc Ciencias. UNA~1) . 

A:lál isis estadístico 

El procesamiento de los datos y el análisis estadlstico se realizó empleando el 

programa de cómputo SMART, basado en la prueba no paramétrica de i y con un nivel 

de significancia del 5%. Mediante este programa se determinó s i la frecuencia de 

manchas senci llas y gemelas obtenidas después de los tratamientos. se incrementaba 

cuando se comparaba con los testigos correspondientes (Freí y WUrgler. 1988). Para 

evaluar la mutagénesis de un compuesto se comparan las series tratadas con las series 

correspondientes al testigo concurrente. En este procedimiento se contrastan dos 

hipótesis y el diagnóstico obtenido califica la act ividad genotóxica del compuesto 

químico o mezcla tratamiento. este puede ser: positi\·o. negativo. inconcluyente o d¿bil 

positivo (Se!by y OI5On, 198 1). La hipótesis nula (Ho) supone que no hay diferencias 

entre la frecuencia de manchas entre las series tratadas y el testigo. si la frecuencia de 
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mutación se incrementa de manera sigllificativa, la Ha se rechaza. Por otro lado la 

hipótesis alternativa (Ha), posl\lla que en las series tratadas hay un incremento 

estadístico igual a "m" veces la frecuencia basal. Dado que la frecuencia de manchas 

chicas y totales, es mucho mayor que la frecuencia de manchas simples grandes y la de 

manchas gemelas se utiliza m - 2 para las primeras y m = 5 para las segundas. Si se 

acepta la Ho y se rechaza la Ha el resultado es negativo (-). por el contrario si se rechaza 

la Ha y se acepta la Ha, el resultado es positivo (+); por otro lado, si las dos hipótesis se 

rechazan, el resultado se considera débil positivo (d+l. y si ambas se aceptan, el 

resultado es indeterminado (i). Frei y Wrügler (1995) complementaron la prueba 

estadística proponiendo un tamaño de muestra de 120 alas, las cuales corresponden a 30 

hembras y 30 machos por concentración, ademis de proponer que las lecturas de la 

frecuencia de manchas se realizaran considerando manchas recobradas por individuo en 

vez de mancha~ recobradas por ala como se hacia anteriormente, esto debido a quc las 

manchas encontradas tanto en el ala izquierda corno en la derecha de la mosca no 

necesariamente representan eventos independientes. Para ciertos tipos de análisis como 

dispc("!:ión o an;!'lisis de varianza esto es importante, particularmente si hay una 

variabilidad ex.;esiva en la incidencia de manchas por algunas razones como el sexo, 

tendencia individual a la formación de manchas, polimorfismo genético, etc. 

Prueba de teratogénesis 

Para el protocolo de teratogénesis se utilizaron moscas de la cepa si lvestre. Tres 

dias después de haber realizado la cruza de los progenitores, se transfirieron a frascos 

con medio de cultivo fresco junto con las diferentes concentraciones de Eq/lisctum 

m)'riochaetum: 0.78, 1.56p, 3. 12, 6.25, 12.5,25,50 Y 500 ppm, más un control con el 

solvente (agua). Se colectaron huevos por un periodo de 6 horas (sincronización) con el 

fin de homogeneizar la edad de la progenie, posteriormente se retiraron los progenitores 

dejando los huevos en el medio hasta que emergieron los adultos; las moscas se 

observaron en un microscopio estereoscopico. 
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RESULTADOS 

El extracto de Eqlliselllm myrioclloetllm no resultó ser tóxico en ninguna de las 

concentraciones probadas (Tabla 1) por lo q ue no fue posible obtener la LOSO. Para 

evaluar el potencial genotóxico dcl extracto de la planla se utilizó la Prueba de 

Mutación y Recombinación Somática (SMART) versión ala, para lo cual la evaluación 

se realizó mediante dos cruzas conocidas como: la estándar (S1) y la de alta 

bioactivación (HB). Las larvas de ambas cruzas fueron tratadas bajo las mismas 

condiciones. Debido a que e I e xtracto de E. myriochoelum n o resul to ser tóxico, las 

concentraciones para evaluar la genotoxicidad de la planta fueron: 0.78, 1.56, 3. 12, 

6.25, 1 2.5, 2 5, 5 O Y 500 P pm y el teslÍgo concurrente o control negativo, que fue el 

solvente (agua). Estas concentraciones se eligieron con base en bibliografia reportada 

(Andrade et a l., 2000). La concentración del .56 p pm corresponde a la dosis q ue se 

emplea en los seres humanos (2 g para una persona de aprox.70 kg) para el tralamiento 

de la diabetes meUitus tipo 2 (ReviJla el 01., 2002). 

Después de haber sido tratadas con el extracto de E. myriocllolurn la sobrevivencia de 

los adultos en la cruza ST muestra un comportamiento similar para los genotipos 

silvestre y Serratia en todas las concentraciones, mientras que en la cruza HB hay 

di ferencias aunque no significativas en las concentraciones 0.78, 25 Y 500 ppm (Figura 

13). 

La frecuencia de m anchas chicas, grandes, gemelas y totales por mosca a si como e l 

tamaño promedio del c Ion de l a e ruza ST se m uesuan en 1 a Tabla 2. Las diferentes 

concentraciones del extracto de E. myrioclwelUm no indujeron de fonna significativa 

ningún efecto genotóxico. La frecuencia inducida de manchas totales muestra un patrón 

asintótico (Figura 14), el cual también se presenta en la distribución de manchas por 

tamaño (Figura 15). Las manchas chicas (de uno a dos tricomas afectados) fue ron las 

más frecuentes, obteniéndose una relación de chicas a grandes que osciló de alrededor 

de 4 a 14. En el testigo concurrente esta re lación fue también de 4 (Figura 16). 

En la cruza de alta bioactivación la respuesta obtenida al tratar de fonna aguda a larvas 

de 72*3 horas con diferentes concentraciones del extracto de E. myriochaellllll fue 

también negativa (Tabla 3). El patrón de respuesla con respecto al número y frecuencia 

de manchas es también asintótico (Figura 17). 

La distribución de manchas por tamaño se muestra en la Figura 18. Las manchas chicas 

se presentaron en una frecuencia mucho mayor que las grandes (de 3 a 17) (Figura 19), 
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mientras que solamcnte se indujerun mllnchas gcmelas en las concentraciones mas allas 

(50 y 500 ppm) en ninguna de las cuales el resultado mostró ser estadisticamentc 

significativo. 

La Figura 2 O muestra I a comparación cn I a respuesta de las cepas e mpleadas. Puede 

notaTSe que el patrón es asintótico y la respuesta muy similar en ambas cepas. La ~ de la 

curva fue de 0.1004. 

En la tabla 4 se muestran los resultados de teratógenesis en los cuales puede observarse 

que los individuos tratados con el extracto E. myr¡oc/lflefllll1. no muestran anomalias en 

su renotipo. 



DISCUSiÓN. 

Para que un medicamento salga al mercado se requiere que sea sometido a 

diferentes pruebas entre las que se pueden mencionar la toxicidad, la genotoxicidad y la 

leratógenesis, entre otras. Se han realizado pocos estudios del efecto tóxico de plantas 

de este género (Equisetum). En el caso de Equiselum hyemale se probó que presenta 

baja toxicidad en ratas (XU et al., 1993). En contraste en el protocolo de toxicidad del E. 

myriochoelum realizado en este estudio para determinar la LDso. no pudo encontrarse 

toxicidad aún en concentraciones tan altas como la de 3700 ppm. Estos resultados de 

toxicidad son similares a los obtenidos en otras investigaciones en plantas que contienen 

flavonoides (Hosseinzadeh. el al., 2002; Havsteen, 2002; Osadebe y Okoye, 2003). Este 

es el primer estudio de plantas de este género en cuanto a la geno toxicidad y la 

teratogénesis. 

Los compuestos secundarios de plantas como terpenos, esteroles, alcaloides y fenoles, 

entre otros, están implicados en el mecanismo de defensa de las plantas contra los 

herbívoros incluidos los insectos. PanI. hacer frente a esla situación se ha postulado que 

los insectos que están en contacto pennanente con estas plantas han desarrollado el 

sistema enzimático de citocromos P4S0 (Cohen el al., 1989; Waters t!1 al., 1992). Los 

P450 están involucrados en el metabolismo oxidativo, peroxidativo y reductivo de 

numerosos pesticidas, herbicidas, contaminantes a mbientales y productos secundarios 

de plantas (Feyereisen, el al., 1989; Sundseth, 1990). 

En Drosophila me/allogas/er, los P-450 están relacionados con la resistencia a 

insecticidas, en otras palabras las lineas resistentes tienen una mayor actividad de P450 

que las lineas susceptibles que las expresan de forma basal (Hli.llstrOm y Blanck, 1984; 

Prevec el al., 1992; Idomar el al., 2002). 

Muchos compuestos químicos no son mutagénicos por si mismos y estos se 

activan sólo como una consecuencia de la transformación metabólica. La activación de 

promutágenos y procarcinógenos es principalmente mediada por el sistema enzimático 

de los cilocromos P-4S0 que consiste en varias isoenzimas y que tiene la capacidad de 

metabolizar una gran variedad de sustratos, como nitrosaminas, aflotoxinas, alcaloides 

pirrólicos, safroles, entre otros. 

Dro50phi/o me/allogasfer muestra ser muy útil en estudios de genoloxicidad in 

vivo, entre los diferentes ensayos de genotoxicidad usando a Drosophila como un 
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organismo de prueba, el ensayo de Mutación Somática y Recombinación Mitótica en ala 

(SMARn ha resultado ser una buena herramienta para detectar un amplio rango de 

alteraciones gen~ticas de una manera rápida y barata (Graf el al., 19&4; WOrgler y 

Vogel, 1986; Vogel, ' J 987; FrOlich y WOrgler, 1989). Otra característica favorable del 

ensayo es la de ser es un sistema sensible y flexible que permite la detección de 

genotoxicidad de compuestos químicos de manera individual ó en mezclas complejas. 

De hecho en el sistema de SMART ala se han evaluado rigurosamente más de 250 

compuestos (Vogel, 1992). El ensayo presenta la ventaja adicional de contar con 

activación metabólica similar a la de los mamíferos (Zijlstra el al., 1987). La 

incorporación de la cruza mejorada o de alta bioativación permite estudiar los efectos 

genolÓxicos inducidos por una gran variedad de promulágenos y procarcinógenos. 

Para determinar si los compuestos presentes en la mezcla del extracto de la 

planta requerían ser metabolizados o no, se utilizó la cruza de alta bioactivación, 

ademis de la cruza estiindar. La principal diferencia entre las dos cruzas usadas en el 

presente estudio es el alto nivel de CVP6A2 que se expresa de forma constitutiva en la 

cruza de alta bioactivación ORR (Saner, 1995; Saner el al ., 1996; Campesato el al., 

1997), la cual es similar al a subfamilia CYP3A de los seres humanos (Aoyama el al., 

1989; Cunha el al., 2001) y a la CVP3AI6 del ratón (Itoh eral., 1994). En este estudio 

aparentemente el incremento en los niveles de citocromos P450 presentes en las larvas 

de la cruza de alta bioactivación no es requerido para la activación de los compuestos 

del extracto Equiselum myriochaelum. 

Entre los compuestos reportados para Equiselum m)'riochaellJm se encuentran 

principalmente los flavonoides que como ya se m encionó son compuestos fenólicos, 

presentes en plantas, y en diversos vegetales que forman parte de la dieta de los seres 

humanos como el vino tinto y una gran variedad de plantas comestibles como espinacas, 

brócoli, lechuga. col, etc.(da Silva el al., 2002). De hecho se estima que el consumo 

diario de flavonoides por dia es de I gramo (Di Cario el al., 1999; Martin el 01., 2003). 

La función biológica más conocida de los flavonoides es la de proteger a las células 

contra el daño oxidati\'o, (Shamberger, 1984; Hartman y Shankel, 1990; Odin, 1997; 

Kaya el at, 2002) contra los rayos UV·B, fitoalecinas (hormonas vegetales), 

funguicidas, insecticidas, antivirales, antihemorrigicos (factor vitamina P), 

espasmoliticos, antihepatóxicos, diuréticos, an¡ialérgicos, bactericidas, fijación de 



metales (He y Cu), actividad sedativa, antimaliricos, agentes antitumornles, prevención 

de enfennedades cardiovascul!l.res y también por sus propiedades anticarcinogénicas 

(Shamberger, 1984; Hodnick e l al., 1986; Middleton y Teramura 1993; Hertog el al 

1995; Fonnica y Regelson. 1995; Eaton, 1996; Rhodes y Price, 1996; Duarte-Silva el 

al., 199r y 1997b; Noroozi el al., 1998; Zhai, 1998; Graefe y Veit 1999; Lean el al., 

1999; Wagner 1999; Bülent el al., 2000; Kang el al., 2000; Lu el al., 2000; Wang y 

Spoms, 2000; Masuda el al., 2001 ; Murakami el al., 2001; Havsteen, 2002; Martinez­

Flórez el al., 2002). Recientemente se han acumulado una gran cantidad de datos en la 

literntura que indican que la funci6n biol6gica de algunos flavonoides es la de inhibir a 

las enzimas involucradas en la biotransfonnaci6n de procan::inógenos por lo que ahora 

son vistos como agentes quimopreventivos potenciales (Elangovan el al., 1994; Moon, 

el al., 1998; Ciolino y Yeh, 1999). 

Estudios de genotoxicidad con células procariontes y eucanontes muestran que 

los flavonoides, quercitina y rutina, presentes en bebidas como el vino tinto, el brandy y 

el té, entre otras, presentaron diferentes grados de genoloxicidad (Graf el al. 1994). Otro 

estudio demostró que flavonoides como el campferol (3,5,7-Trihydroxy-2-[4-

hydroxyphenyl]-4H-l-benzopyran-4-one; 3,4',5, 7-tetrahydroxyilavona), la quercitina 

(3,3',4' ,5,7-pentahydroxiflavona) y la rnirycetina (3,3',4 ',5,5',7- hexahidroxyilavona), 

de los cuales se est;'1\a que su consumo diario es de 16.3, 8.2 Y 0.9 rngldía 

respectivamente, presentan actividad genolÓxica en Salmonella typhimurium (fA98) 

con presencia de un sistema metabolizador externo (S9) y en células de hlImster chino 

de la cepa V79 (Silva el al., 2000). Otro flavonoide, en específico, el glicoflavonoide 

myricetina 3-Q-neohesperidoside, presentó citotoxicidad in vilro contra las cepas de 

células de leucemia (P-388) y células de adenocarcinoma de pulmón (A-549) (Ismael y 

Alam 2001). Estas investigaciones demostraron que no todos los flavonoides tienen 

actividad biológica benéfica. 

Por lo anterior se puede establecer que la función biológica de los flavonoides es 

de acción dual en el organismo. Los flavonoides presentes en el extracto de E. 

myriochaelum no mostraron ser genotóxicos o bien que éstos inhibieron la función de 

las enzimas involucradas en la biotransfonnaci6n del extracto de E. myriochaelum por 

lo cual puede concluirse que no es genotóxico en ninguna de las concentraciones 

probadas en e l ensayo mwh + I + j1rde DrosophiJa. 
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Este estudio muestra que el extracto fitotera~utico de E. myriochaelum no 

induce un incremento significativo en la frecuencia de mutaciones de las series 

experimentales, con rcspoclO a la del testigo concurrente. Esto indica que los 

compuestos contenidos en el extracto de la planta no fueron capaces de .inducir 

alteraciones genéticas en los discos imaginales que darán origen a las alas de las 

moscas. El tratamiento agudo (6 b) con el extracto de Equiselum myriochaelum para 

ambas cruzas (ST y HB) en las condiciones probadas no son genotóxicas en Drosophila 

melanogaster. Además el ensayo para evaluar el efecto terat6genico del extracto de E. 

myriochaetum. mostró ser negativo ya que no se observó ningún tipo de alteración 

morfológica en las moscas adultas tratadas. Este estudio coincide c on o tro donde se 

utilizaron bamsters que al igual que este estudio se encuentran implicados flavonoides 

(Joneja y Wiley, 1982). 

Por último comparando los resultados obtenidos en los estudios sobre la 

genotoxicidad de flavonoides con los obtenidos en este trabajo, se puede llegar a las 

siguientes conclusiones: (1 ) que los compuestos reportados para el extracto de 

Equisetum myrioclro.etum no son genot6xicos; (2) que los Oavonoides presentes en este 

extracto tienen actividad inhibidon. en las enzimas involucradas en la biotransformación 

de agentes xenobióticos; (3) que la ausencia de genotoxicidad puede deberse a la baja 

concentración de u n posible c ompuesto genotóxico en I a mezcla; (4) que el extracto 

acníe de manera sinérgica., de tal forma que si alguno de los compuestos presentes es 

genotóxico se inhiba su acción de manera antagónica con otro compuesto. 
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CONCLUSIONES 

Bajo las condiciones probadas el extracto de Equiselum myriochuetum mostró: 

-No ser genol6xico en las células somáticas del ala de Drosophi/u melanagQSler. 

-Al no ser genotóxico no se pudo de terminar su forma de acción 

-la respuesta del extracto fue similar en ambas cruzas (ST y HB) 

-El extracto de E. myriochaelum no mostró ser teratogénico. 
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Figura 13. Sobrevivencia de adultos de Drosophila melanogaster 
después de ser tratados con extractos de E. myrlochaetum. -1 
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Tabla 2. Frecuencia de manchas por número de moscas obtenidas al tratar de forma aguda larvas de 72± 3h de edad de 
DrosoDhila melanoaaster con extracto de Eauisetum mvriochaetum. Cruza ST 

Frecuencia de manchas por mosca (# de manchas)8 
Mancha I 

ala 
[ppm) # moscas chicas grandes gemelas totales tamaño promedio 

(1-2 células) (> 2 células) m=5 m=2 Del clon sIc ele 
m = 2.0 m = 5.0 

control 60 0.3 (18) 0.06 (4) O 0.36 (22) 2.09 0.8 O 
0.78 60 0.23 (14)- 0.06 (4)- 0.01 (1) i 0.31(19) - 2 0.6 -0.1 
1.56 60 0.26 (14)- 0.06 (4)- 0.01 (1) i 0.35 (21) - 2.37 0.6 -0.1 
3.12 60 0.41 (25) i 0.08 (5) - O 0.5 (30) i 1.8 1 0.3 
6.25 60 0.28 (17) - 0.06 (4) - O 0.35 (21)- 2.14 0.7 O 
12.5 60 0.46 (28)i 0.03 (2)- 0.03 (2) i 0.53 (32) i 1.79 1 0.2 
25 60 0.25 (15) - 0.01 (1)- 0.03 (2) i 0.3 (18)- 2.39 0.6 -0.1 
50 60 0.28 (17) - 0.03 (2)- 0.03 (2) i 0.35 (21) - 1.95 0.7 O 

500 60 0.48 (29) i 0.1 (6) i 0.01 (1) i 0.59 (36) i 1.89 1.2 0,5 
(a) Diagnóstico estadístico de acuerdo a Frei y Würgler (1988 y 1995):+ (positivo); - (negativo); i (inconcluyente); w+ (dé­
bil positivo); m = factor de multiplicación. Niveles de probabilidad:a = 13= 0.5 Y el ensayo estadístico de una cola . 
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Figura 14. Frecuencia inducida de manchas totales por extractos de 
Equisetum myrichaetum en el ensayo mwh/flr de Drosophila melanogaster 

en la cruza STo 
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Figura 15. Distribución de manchas por tamat\o, obtenidas al tratar de forma aguda 
a larvas de tercer estadio de Drosophila me/anogaster con el extracto de 

Equisetum myriochaetum en la cruza STo 
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Figura 16. Número y tamallo de manchas simples obtenidas al tratar de forma aguda a larvas de 
tercer estadio de Drosophila melanogaster con extracto de Equlsetum myriochaetum en Drosophila 

melanogaster. Cruza STo 
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Tabla 3. Frecuencia de manchas I número de moscas obtenidas al tratar de forma aguda larvas de 72i 3h de edad de 
DrosoDhi/a me/anooaster con extracto de Eauisetum mvriochaetum. Cruza HB 

Frecuencia de manchas por mosca (# de manchas)8 
Mancha I 

ala 
[ppm) # moscas chicas grandes gemelas totales tamaño promedio 

(1-2 células) (> 2 células) m=5 m=2 del clon sIc c/c 
m=2.0 m= 5.0 

control 60 0.25(15) 0.05 (3) 0.01 (1) 0.31 (19) 2.11 0.6 O 
0.78 60 0.36 (22) i 0.08 (5) i O 0.45 (27) i 1.73 0.9 0.2 
1.56 60 0.33 (20) i 0.05 (3) i O 0.38 (23) i 2 0.8 0.1 
3.12 60 0.23 (14} - 0.06 (4) i O 0.3 (18)- 2.06 0.6 O 
6.25 60 0.18(11)- 0.03 (2)- O 0.21 (13)- 2.08 0.4 -0.2 
12.5 60 0.2 (12)- 0.01 (1)- O 0.21 (13)- 1.62 0.4 -0.2 
25 60 0.28 (17) i 0.01 (1)- O 0.3 (18)- 1.56 0.6 O 
50 60 0.4 (24) i 0.06 (4) i 0.01 (1) i 0.48 (29) i 1.79 1 0.3 

500 60 0.25 (15) - 0.03 (2) -__ ,---0.03 (~)J _-º.3~(19) - 1.89 0.6 O 
------ ------ ------

(a) Diagnóstico estadístico de acuerdo a Frei y WOrgler (1988 y 1995): + (positivo); - (negativo); i (inconcluyente); w+ (dé-­
bil positivo); m = factor de multiplicación. Niveles de probabilidad:a = 13= 0.5 Y el ensayo estadlstico de una cola. 

ESTA TESIS NO SALL 
DE L:-r\ Hnu .H1T'F'CA 
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Figura 17. Frecuencia inducida de manchas totales por extracto de Equlsetum 
myriochaetum en el ensayo mwhlflr de Drosophlla melanogaster en la cruza HB. 
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Frecuencia 

Figura 18. Distribución de manchas por tamafto, obtenidas al tratar de forma aguda a 
larvas de tercer estadio de Drosophila me/anogaster con el extracto de Equisetum 

myriochaetum. Cruza ORR. 

40 

35 

30 

25 

20 

15 

10 

5 

O 
Chicas Grandes gemelas totales 

Tamal'io de manchas 

[mcontrol .0.78PP~-0 1 .56P¡;";;-C3~2PP;;'.6:25Pp",; m12.5ppm .25 ppm 050 ppm .500 ppmj 

61 



Figura 19. Número y tamaño de manchas simples obtenidas al tratar de forma aguda a 
larvas de tercer estadio con el extracto de Equlsetum myriochaetum en Drosophila 

melanoganster. Cruza ORR. 
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Figura 20. Frecuencia inducidad de manchas totales por extracto de 
Equisetum myriochaetum en el ensayo mwh/flr de Drosophila 

me/anogaster en las dos cruzas (ST y HB). 
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Tabla 4. Ensayo para evaluar el daño inducido por el extracto de Equisetum myriochaetum 
durante el desarrollo embrionario de D. melanogaste.r 

[ppm] # hembras # machos # moscas afectadas Totales 

control 294 307 -- 601 

0.78 323 424 -- 747 

1.56 291 403 1 c3' Y l ~ segmento 694 
fusionado 

3.12 170 163 -- 333 

6.25 236 272 1 ~ segmento 508 
fusionado 

12.5 413 385 -- 798 

25 404 433 -- 837 

50 177 197 -- 374 

500 207 219 -- 426 

Moscas totales 5318 
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Figura 21. Sobrevivencia de adultos de Drosophila melanogaster 
después de ser tratados con extractos de E. myriochaetum durante 

el desarrollo embrionario (Teratogénesis). 
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