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1. Resumen

El ensayo de mutacion y recombinacion soméaticas (SMART) ha mostrado ser
muy eficiente en la evaluacibn de diversos compuestos quimicos, con
estructura diversa, capaces de inducir recombinacion mitética y mutaciones
puntuales en la mosca de la fruta Drosophila melanogaster. El ensayo se
realizO con cepas que contienen niveles basales de las enzimas que
biotransforman compuestos xenobidticos (cruza estandar) y con cepas en las
cuales se manifiesta una sobrexpresién constitutiva de estas enzimas
denominadas de alta bioactivacion (cruza de bioactivacion elevada). Malmea
depressa es una planta que se distribuye principalmente en el sur de México y
Centroamérica y es empleada en la medicina tradicional para el tratamiento de
diversos padecimientos, entre los que destaca la diabetes mellitus tipo 1.

Es importante mencionar que fueron encontrados dos compuestos principales
en los extractos de la raiz de M. depressa, los cuales son derivados del
fenilbutano.

Se realiz6 una prueba de toxicidad del extracto, en larvas de 72 + 3 hrs. y en
moscas adultas, demostrando que la toxicidad del extracto es nula para las
concentraciones probadas.

El objetivo del presente trabajo fue el de evaluar la actividad genotoxica del
extracto fitoterapéutico de M. depressa mediante el ensayo SMART.

El extracto se administré en forma aguda (6hrs) a larvas de 72 + 3 hrs., se
probaron 5 concentraciones y los testigos concurrentes se trataron con el
solvente (agua). Se realizaron dos experimentos con sus repeticiones
respectivas. Los adultos se fijaron en etanol al 70%. Se disectaron las alas y se
colocaron en portaobjetos para ser analizadas en el microscopio éptico a
40x.Los datos obtenidos se analizaron mediante el programa estadistico
SMART para PC- version 2.1, con un nivel de significancia de P< 0.05.

Los resultados mostraron que no hay diferencias estadisticamente significativas
en la frecuencia de manchas entre el testigo concurrente y las series tratadas
en ambas cruzas, lo que indica que no existe efecto genotoxico por parte del

extracto.



“Después dijo Dios: Produzca la tierra hierba verde, hierba que dé semilla;
arbol que dé fruto segun su género, que su semilla esté en él, sobre la tierra. Y
fue asi.

Produjo, pues, la tierra hierba verde, hierba que da semilla segin su
naturaleza, y arbol que da fruto, cuya semilla esta en él, segun su género. Y vio
Dios que era bueno.”

Génesis 1: 11-12.

2.-Introduccion.

2.1 Historia de las plantas medicinales.

Nadie sabe con exactitud donde y cuando se utilizaron las plantas medicinales
por primera vez, lo que es un hecho es que el hombre ha utilizado las plantas
como alternativa para el tratamiento de diferentes enfermedades desde
tiempos muy remotos, la experiencia de muchos siglos ha mostrado el valor
curativo de varias de ellas, logrando asi formar las bases de un sistema
sofisticado de medicina tradicional. Es evidente que la busqueda de algun
remedio fue algo que se dio en todas las culturas, fruto del deseo del hombre
por curar sus enfermedades (Ebadi, 2000). La mayoria de las veces, los
descubrimientos fueron el resultado de la busqueda de nuevos alimentos, lo
cual llevo al hombre a experimentar con su propio cuerpo, descubriendo que
muchas de las plantas eran comestibles, otras venenosas y que otras
producian diversos efectos en su organismo (Heinrich et al., 1998). Se sabe
que el primer texto escrito sobre el uso de plantas medicinales tiene cerca de

4000 afios de antigiedad y aparece en una tablilla de arcilla perteneciente a la



cultura Sumeria, un antiguo pueblo que habit6 al sur de los rios Eufrates y
Tigris (Ebadi, 2000).

Por otro lado, los egipcios utilizaron los principios activos de las plantas
medicinales de una forma sistematica, demostrando asi, su profundo
conocimiento médico a través de escritos como el papiro de Ebers (1700 A.C.),
en el cual se encuentran registradas cerca de 700 formulas en las que se
aplican las propiedades curativas de diversas plantas (Ebadi, 2000). Ademas,
en Asia se sabe que la utilizacion de plantas se remonta al afio 5000 A.C.,
principalmente en China, donde encontramos registros como el Pen'Tsao, el
cual recopila las propiedades curativas de aproximadamente 300 plantas, que
eran utilizadas por los habitantes de esta regién y que en muchos casos siguen
siendo utilizadas hasta nuestros dias por la medicina moderna (Kong et al.,
2003). En la India, el uso de plantas medicinales nos ha dejado referencias
escritas (800 A.C) como el Caraca, el Susruta y el Vagabhta, donde se
describen unas 800 especies de plantas (Gomez-Pompa, 1993).

En México, el periodo prehispanico destaca por el enorme conocimiento que
poseian las diferentes culturas en cuanto a plantas medicinales se refiere, el
cual qued6 grabado en estelas y cédices que a su vez fue transmitido de
generacion en generacion (Gémez-Pompa, 1993).

Durante la conquista de América, hubo una lamentable pérdida de
conocimientos debido a la destruccion de muchas estelas y cédices por parte
de los colonizadores. Por lo que sacerdotes y frailes que se trasladaron al
“Nuevo mundo”, se dieron a la tarea de recopilar el conocimiento de cada

region, enriqueciendo asi, sus conocimientos médicos gracias al contacto con



curanderos indigenas, quienes les trasmitieron su saber respecto a la
utilizacion de las plantas medicinales americanas (Aguilar y Xolapa, 2002).

El primer relato cientifico publicado sobre las plantas medicinales americanas
se lo debemos al médico sevillano Nicolas Monardes, quién en 1569 escribio el
primer tratado de las plantas medicinales de la Nueva Espafia. Una obra aun
mas notable sobre las plantas medicinales americanas se la debemos a dos
mexicanos: el médico indigena Martin de la Cruz y el traductor Juan Badiano;
esta obra es conocida como el "Cédice Badiano" (Gomez-Pompa, 1993).

El fraile franciscano Bernardino Sahagun produjo una de las mas grandes
obras etnograficas de México en el inicio de la Colonia. En este trabajo
encontramos evidencias del avance de la ciencia agricola y botanica que
poseian las culturas indigenas (Gémez-Pompa, 1993).

México destaca por su enorme diversidad biolégica. Nuestro pais posee
alrededor de 30,000 especies de plantas, de las cuales el Instituto Nacional
Indigenista (1997) documentd que alrededor de 3,000 especies son utilizadas
por la medicina tradicional, esto es el 10% de la riqueza floristica del territorio
(www.cdi.gob.mx).

El conocimiento empirico local es la raiz de la medicina moderna. Por esta
razén, hoy en dia la Organizacion Mundial de la Salud (WHO) estima que
cerca del 80% de la poblacién mundial depende de los derivados de plantas,
ya que son un recurso directo de agentes terapéuticos que forman parte
fundamental tanto de la medicina moderna como de la tradicional (Kufer et al.,
2005). El interés por las plantas medicinales ha resurgido una vez mas en el
ambito de la ciencia y la economia, ya que es frecuente encontrar en la

literatura cientifica la inclusion de especies vegetales como uno de los recursos



mas importantes a considerar en la busqueda de nuevos medicamentos. En
este nuevo auge por las plantas medicinales como principal fuente de agentes
terapéuticos, los paises del primer mundo invierten grandes cantidades de
dinero en la investigacion farmacoldgica de plantas medicinales ya que so6lo un
pequefio porcentaje de los medicamentos que se incorporan al mercado para
ser utilizados en la medicina occidental, estan constituidos por moléculas
nuevas. Asimismo la probabilidad de encontrar nuevas moléculas en las
especies vegetales utilizadas por la medicina tradicional es notablemente alta,
asi como su posibilidad de expresar diferentes mecanismos de accion,
ofreciendo una nueva estrategia terapéutica. Siendo este el principal justificante
para el desarrollo de nuevos medicamentos a partir de plantas medicinales
(Akerele, 1993). Por ejemplo, en los dultimos afios, el uso de plantas
medicinales en el tratamiento de enfermedades tales como el cancer y la
diabetes crea un panorama muy prometedor puesto que las plantas son una
alternativa viable y real en el desarrollo de nuevas técnicas terapéuticas, es
decir, obtener nuevas moléculas bioactivas que posean diferentes mecanismos
de accion y que puedan llegar a ser la cura a este tipo de enfermedades (Kufer
et al., 2005).

La investigacion en torno a las plantas medicinales requiere de la ayuda de
diversas disciplinas y es un proceso que no puede ser desarrollado por un solo
grupo, es por esto que se requiere de la intervencion de disciplinas tales como
la etnoboténica, la ethomedicina, la farmacologia, la fitoquimica, la toxicologia,
la investigacién clinica y la biotecnologia para poder desarrollar un nuevo

medicamento a partir de plantas. Sin embargo, la validacion cientifica tanto de



las propiedades como de la eficiencia y la composicién quimica de las plantas

es muy limitada (Idaomar et al., 2001).



2.2 Antecedentes de Malmea depressa.

Hoy en dia se cuenta con una gran cantidad de estudios relacionados con
plantas medicinales para el tratamiento de diabetes, alrededor de 306 especies
de plantas han sido reportadas como hipoglucemiantes en nuestro pais
(Andrade y Heinrich, 2004) y de estas, se han aislado una gran variedad de
compuestos, entre los que se encuentran: alcaloides, terpenos, flavonoides,
etc. Andrade et al (2000) y Andrade y Wiedenfeld (2001) por ejemplo, reportan
que tanto Equisetum myriochaetum como Cecropia obtusifolia presentan un
efecto hipoglucemiante.

Es importante mencionar que de estas plantas ya habian sido identificados
compuestos como glucoflavonoides y acido clorogénico (Andrade y Wiedenfeld
(2001) y Argueta, 1994).

En el caso particular de Malmea depressa, tanto la raiz como la corteza, han
sido reportadas por la medicina tradicional para el tratamiento de la diabetes
mellitus Il. Es un arbol de mas de 10 metros de altura que se encuentra en
América Central y el sur de México, desde Veracruz hasta la Peninsula de
Yucatan (Figura 1), siendo una especie dominante en los bosques tropicales.
Es conocida comunmente por la poblacibn maya como “elemuy”, “sufricaya”,

“elemuy box” y “nazareno prieto” (Andrade y Wiedenfeld, 2001). (Figura 2).
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Fig. 1. Distribucion de Malmea depressa. Este arbol se encuentra distribuido en América
Central y México .Modificado de Missouri Botanical Garden (www.mobot.com).

2.3 Taxonomia.

Malmea depressa es miembro de la familia Annonace, la cual se caracteriza
por poseer arboles y arbustos siempre verdes con hojas alternas, sin espiculas.
Sin embargo Lars W. (1997) propone que el nombre de M. depressa debe
cambiar a Mosanona depressa, esto debido a ciertas caracteristicas que el
autor uso para su clasificacion. Presenta ademas una distribucién pantropical
que comprende cerca de 120 géneros y alrededor de 2,000 especies (Figura 2)

(www.conabio.gob.mx).




Reino: Plantae

Subdivisiéon:  Angiospermae

Clase: Dicotyledoneae
Familia: Annonacece
Género: Malmea

Especie: Malmea depressa

Sinonimia: Guatteria depresa (Baill)
Saff. 1922, Mosannona depressa
(Baill) Chatrou, 1998.

Fig.2 Taxonomia y morfologia Malmea depressa. (www.mobot.com).

2.4 Usos Medicinales de Malmea depressa.

La raiz de este arbol es utilizada por la medicina tradicional, por las
comunidades Mayas del sureste mexicano, para tratar diversos padecimientos:
mal de rifidon (nefropatias), calculos renales, leucorrea, gonorrea, destacando
entre ellos la diabetes mellitus tipo I, en cuyo caso también se utilizan las
hojas, ya que tienen el mismo efecto hipoglucemiante que la raiz. El modo de
empleo es mediante infusiones hervidas calientes o dejando reposar las hojas

en agua durante unas horas (Andrade y Heinrich, 2005).

2.5 Antecedentes Fitoquimicos.

Estudios fitoquimicos de la corteza de M. depressa han revelado la presencia
de compuestos fendlicos (alfa- azarona) y otros tres propenilbencenos;
ademas, de dos alcaloides parecidos, en cuanto a estructura, al alcaloide

ateroespermidina. Se ha comprobado que a dosis de 80 mg/kg de alfa-azarona,




se produce un decremento de colesterol y de triglicéridos (Jiménez y Mata,
1996, Aguilar, 1994).
Por medio de un andlisis con cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC),
se confirmé la presencia de 2 compuestos elementales en el extracto de la raiz
de Malmea depressa, siendo identificados, por medio de espectroscopia, como
derivados del fenilbutano:

* 2-Hidroxi-3,4,5-trimetoxi-1-(2’, 4’-hidroxi-3’-dihidroxi) butil-benceno.

* 2-Hidroxi-3,4,5-trimrtoxi-1 (2’,3’,4’-hidroxi)butil-benceno (Fig.3) (Andrade

et al., 2005).
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Fig.3 Estructura de los compuestos derivados del fenilbutano, aislados mediante un analisis
con HPLC del extracto acuoso de Malmea depressa. (Andrade et al., 2005).



2.6 Antecedentes farmacoldgicos.

Andrade y sus colaboradores (2005) evaluaron la actividad hipoglucemiante
del extracto de la raiz de M. depressa, utilizando tanto ratas diabéticas, las
cuales fueron inducidas por medio de estreptozotocina, como ratas no
diabéticas(o en condiciones normales). A ambos grupos se les administré una
cantidad de 40mg de extracto de Malmea depressa por kilogramo de peso, en
un tratamiento cronico, midiendo los niveles de glucosa en sangre (Andrade et

al., 2005).



3. CITOCROMOS P450.

Los citocromos P450 son una familia de hemoproteinas localizadas en las
membranas del reticulo endoplasmico de los hepatocitos y de otras células
corporales. Como hemoproteina consiste de una parte proteica (apoproteina) y

un grupo hemo prostético (Fig. 4) (Rodriguez-Arnaiz, 2004).

_peta . alfa-hé'utﬂ

hma":

Fig. 4, Estructura de un citocromo P450. (www.citocromos.com/ induccio.html).

La enorme diversidad que presentan los citocromos P450 esta bien definida
en cuanto a las reacciones que catalizan, asi como por la diversidad de
sustratos sobre los cuales actuan. En el metabolismo se llevan a cabo
reacciones tales como la oxidacién, la peroxidacién y la reduccién de
esteroides, acidos grasos, prostaglandinas, feromonas y alcaloides o productos
secundarios de plantas. Estas enzimas, al intervenir en procesos tales como la

inactivacion de muchos compuestos téxicos, son indispensables para la



supervivencia de los organismos en ambientes adversos (Rodriguez-Arnaiz,
2003).

Los citocromos P450 intervienen en procesos de gran importancia para los
insectos, como son: el crecimiento y el desarrollo, a través del procesamiento
de acidos grasos y feromonas. De igual manera, catalizan un amplio rango de
reacciones enzimaticas de una gran diversidad de compuestos que se
encuentran en el ambiente (o compuestos exdgenos). Por ejemplo, podemos
mencionar la biotransformacion de productos secundarios de plantas y de
productos quimicos que el hombre utiliza para sus cultivos, como los
insecticidas. En los insectos estas enzimas se expresan en el tubo digestivo de
las larvas y en los cuerpos grasos, ademas en el aparato reproductor en la
etapa adulta y en los tubos de Malpigi (Rodriguez-Arnaiz, 2004).

Se sabe que los genes P450 en insectos pertenecen a 25 familias, de las
cuales las isoformas de la familia CYP6 son especificas de los insectos,
mientras que la familia CYP4 de los insectos presenta homologia con

secuencias de vertebrados.

4. Metabolismo.

El metabolismo se puede definir como el conjunto de reacciones quimicas que
se llevan acabo en los organismos, para transformar las sustancias absorbidas
en energia o para la construccion de elementos estructurales. La
transformacion y construccion de las sustancias absorbidas se realizan
mediante las denominadas rutas metabolicas.

Se denomina ruta metabdlica a la serie de reacciones enzimaticas

consecutivas que tienen por objeto generar diferentes productos, estas rutas se



encuentran divididas a su vez en dos categorias fundamentales: las vias que
intervienen en la degradacion de los compuestos quimicos, llamadas
“catabolismo”, y las vias implicadas en la construccion de moléculas o

“anabolismo” (Rodriguez-Arnaiz, 2004) (Fig. 5).
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o ~
NADP+ NAD+ ANABOLISMO (ruta reductora

CATABOLISMO (ruta oxdativa

Fig. 5 Rutas metabdlicas que participan en la degradacién de compuestos quimicos, asi como
en la construccion de moléculas indispensables en los organismos. (Modificado de Rodriguez-
Arnaiz, 2004).

Todos los seres vivos usan basicamente las mismas reacciones para producir
energia, la cual es indispensable para mantener sus procesos vitales, esto
quiere decir que utilizan los mismos tipos de mecanismos y compuestos para
construir sus macromoléculas y para sintetizar los compuestos fundamentales
gue actian en las diferentes reacciones bioquimicas que se llevan acabo en los

seres vivos (Fig. 6) (Nelson y Cox, 2001).
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Fig. 6, Rutas del metabolismo energético. (www. omega.ilce.edu.mx).

El metabolismo es sumamente complejo y si se llegan a producir errores en
determinados pasos de alguna secuencia metabdlica, se puede ocasionar la
pérdida o disfuncion de alguna enzima de la via y por consiguiente bloquear la

ruta metabolica en cuestion (Rodriguez-Arnaiz, 1994).

Es importante mencionar que las enzimas que intervienen en el metabolismo
de los nutrientes y sus productos son utilizadas de igual manera para eliminar
compuestos toxicos que son potencialmente dafinos para el organismo. La
eficiencia de estas enzimas para eliminar los compuestos potencialmente
nocivos tiene un limite, el cual estd determinado por la dosis a la que el

organismo es expuesto (Rodriguez-Arnaiz, 1994).

Es un hecho que las células han estado en contacto con las toxinas desde que
las primeras formas de vida aparecieron sobre la Tierra, lo que significa que
desde siempre han estado presentes los mecanismos de desintoxicacion

(Rodriguez-Arnaiz, 1994).

Cuando un agente potencialmente dafiino entra al organismo, puede seguir dos
caminos diferentes, por esta razon se les ha clasificado como de accion directa

o de accion indirecta, ya sea que es reactivo por si mismo o que requiera ser



activado por las enzimas del metabolismo (en cuyo caso se les denomina

promutagenos o pretoxico) (Rodriguez-Arnaiz, 2003).

5. Diabetes.

El termino “diabetes” describe un trastorno crénico del metabolismo de los
hidratos de carbono, las grasas y las proteinas, originado por la alteracion de la
insulina, lo que provoca la accién inadecuada de la misma. Se sabe que
existen diversos factores que pueden desencadenar la enfermedad. En el caso
de la diabetes mellitus tipo II, dichos factores se han clasificado en dos grandes
grupos: los no modificables o genéticos y los modificables o ambientales; entre
estos ultimos figuran el sedentarismo, tabaquismo y la obesidad, ésta ultima es
considerada el elemento detonador de la enfermedad. En el caso de la
diabetes mellitus tipo | aun no se sabe con certeza los factores que
desencadenan la enfermedad; por tal motivo es muy dificil establecer patrones

para prevenirla (FernAndez-Mejia, 1996).

La diabetes mellitus es una enfermedad que de acuerdo con la Organizacion
Mundial de la Salud (WHO) afecta a cerca de 176 millones de personas a nivel
mundial. En México se sabe que el numero de personas diabéticas se
incrementd en el 2002 de manera notable, llegando a una cifra de 2 millones de
personas afectadas, lo cual hace suponer que para el 2030 existiran mas de 6
millones de personas afectadas por este padecimiento en nuestro pais

(Andrade y Heinrich, 2005).

De acuerdo con el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS), en el 2001 la

diabetes estaba considerada como la principal causa de muerte en nuestro



pais (www.ssm.gob.mx). Hoy en dia se sabe que la diabetes deriva en una
serie de complicaciones que pueden llevar hasta la muerte a los enfermos ya
que se pueden presentar complicaciones tanto microangiopaticas, en especial
renales y oculares, asi como macroangiopaticas, con afeccién a las arterias,
enfermedades vasculares periféricas y neuropatias, debido al nivel de

alteracion que sufre el individuo en su metabolismo (Islas y Revilla, 1999).

5.1 Tipos de Diabetes

La diabetes se ha clasificado en dos tipos principales:

- La diabetes Mellitus Insulinodependiente (DMID), o de tipo |, suele aparecer
en la infancia o juventud (menores de 30 afios), aunque puede presentarse a
cualquier edad. En el desarrollo de este proceso se involucran factores
genéticos, infecciosos e inmunoldgicos, que desencadenan la destruccién de
las células 3 pancreaticas, las cuales son las encargadas de la produccion de
insulina (Fernandez-Mejia, 1996). Aparece de forma rapida y con sintomas
caracteristicos, por lo que se le ha denominado el “Sindrome de las tres P”: el
cual hace referencia a beber mucho o “Polidipsia”, orinar mucho o “Poliuria”, asi
como comer mucho o “Polifagia”. Los enfermos que tienen este tipo de
diabetes representan entre el 10 y 15 % del total (Islas y Revilla, 1999).

- La diabetes Mellitus no Insulinodependiente (DMNID), o de tipo Il, es la mas
comun: entre el 85y el 90% de los diabéticos pertenecen a este tipo. Aparece
con mayor frecuencia en personas mayores de 40 afios con sobrepeso u
obesidad. En ella se ha podido determinar un componente genético que, a
partir de los 45 afios de edad genera la alteracion de la forma de la insulina,

por lo que su accion es ineficiente, ya que los receptores a los cuales debe



unirse no logran reconocerla. Por esta razon, se le ha llamado “resistencia
periférica a la insulina” (Fig.6). Este tipo de diabetes puede ser controlada
mediante dieta, ejercicio fisico y medicamentos (como la glibenclamida),
aungue en ocasiones también puede necesitar insulina. EI comienzo es lento y
gradual, sin sintomas "tipicos”, por lo que puede pasar desapercibida y
permanecer sin ser diagnosticada durante afios, aunque se puede sospechar
cuando el paciente llega a presentar irritacion ocular frecuente, poliuria y prurito
(comezodn en el cuerpo) (Fernandez-Mejia, 1996).

Existe un tercer tipo de diabetes, mucho menos frecuente, llamada “diabetes
secundaria”. Esta puede derivar en una diabetes mellitus insulinodependiente
(DMID) o bien en una diabetes mellitus no insulinodependiente (DMNID); pero
se distingue de ellas porque aparece como causa secundaria de una
enfermedad, tales como: acromegalia, sindrome de Cushing, hipertiroidismo o

por extraccion quirargica del pancreas (Fernandez-Mejia, 1996).

Resistencia a la
insulina

Secrecion de
insulina

[Diabetes mellitus Il ]

Factores

Factores
Jenéticos ambientales
Hiperglucemia

Fig.7 Diagrama en el que se muestran los factores que pueden desencadenar la diabetes
mellitus tipo Il. (Modificado de www.gesundheit.de).



6. Toxicologia.

La toxicologia se dedica a la identificacion y cuantificacion de los efectos
asociados a la exposicion a agentes fisicos, quimicos y biolégicos.

Abarca desde estudios de investigacion basica sobre el mecanismo de accion
de los agentes toxicos hasta la elaboracién e interpretacion de pruebas
normalizadas para determinar las propiedades téxicas de los agentes

(Rodriguez-Arnaiz, 2004).

6.2 Toxicologia Genética.

Es una disciplina cientifica que se dedica a identificar y analizar la accion de
agentes toxicos que interactian con el material genético de los organismos (a
estos compuestos se les denomina compuestos genotoxicos). Tiene como
objetivo la deteccidén de estos agentes (ya sean fisicos, quimicos o bioldgicos)
potencialmente dafiinos, su andlisis y la comprension de cada una de sus
propiedades. Es una ciencia multidisciplinaria, que pretende establecer la
correlacion que existe entre la exposicién a agentes xenobidticos y la induccién
de alteraciones genéticas tanto en las células germinales como en las células
somaticas de los organismos. Y con base en esto, comprender plenamente los
efectos que poseen las toxinas que se encuentran en el entorno y el dafio que
causan al material genético de los organismos (Rodriguez-Arnaiz, 2004).

Esta disciplina se inicia formalmente con dos experimentos cruciales, en los
cuales se demostrd el potencial dafiino de agentes fisicos y quimicos que
interactban directamente con el DNA. El primero de ellos se realiz6 en 1927 (H.
J. Muller) utilizando rayos X y el segundo en 1949 (Auerbach y Robson) con

gas mostaza, en ambos casos se us6 como modelo biolégico a Drosophila



melanogaster (Vogel, 1991). Posteriormente se demostré que los productos
quimicos son mucho mas peligrosos en cuanto al hecho de producir
alteraciones genéticas heredables. Esto caus6 gran preocupacion y a la vez
gran interés por saber si las enfermedades hereditarias que se presentaban en
la poblacion eran provocadas por agentes dafiinos que se encuentran en el
ambiente (Rodriguez-Arnais, 2004).

La toxicologia genética se centra en la deteccion de alteraciones genéticas
como mutacion puntual, aberraciones cromosOmicas Yy aneuploidias,
provocados por agentes genotdxicos. Es evidente que muchos agentes que
causan dafio al DNA, también son recombinogénicos, lo cual es de gran
importancia ya que se sabe que la recombinacion puede ser responsable de la
pérdida de heterocigosis tanto en las células germinales como somaéticas; y en
consecuencia puede promover la expresion de enfermedades hereditarias
causadas por alelos recesivos o0 estar involucrada en la progresion de

neoplasias (Duefas, 2002).



7. Drosophila melanogaster.

El organismo que por excelencia se ha utilizado como modelo experimental
para el estudio de la genética, desde que esta disciplina se establecié a
principios del siglo XX, es Drosophila melanogaster, debido a que es un
organismo eucarionte y pluricelular, siendo ademas un excelente modelo para
realizar experimentos in vivo: presenta un tamafio pequefio (~3 mm en estado
adulto), lo que hace que se pueda cultivar a un gran niamero de individuos en
espacios reducidos obteniendo varias generaciones en un tiempo corto,
asimismo, tiene un ciclo de vida corto, dimorfismo sexual y un numero pequefio
de cromosomas que estdn completamente mapeados, ademas de presentar
gran sensibilidad a compuestos potencialmente dafinos, ya que tiene genes
implicados en el metabolismo de xenobidticos, los cuales funcionan de manera
similar a la de los humanos, siendo por esta razén un excelente modelo para la
Toxicologia Genética (Rodriguez —Arnaiz 2003).

Existen dos hechos fundamentales que han permitido que este organismo sea
ideal para evaluar el efecto producido por diferentes compuestos:

1) No se presenta recombinacién meiotica en lo machos.

2) Existen cepas con cromosomas balanceadores, lo cual es fundamental,
ya que permite que cepas que poseen marcadores que son letales en
condiciones homocigas puedan mantenerse ya que no permite la
recombinacion meidtica entre cromosomas homologos (Saner et al.,
1996).

Actualmente se cuenta con varias cepas, que poseen marcadores genéticos

especificos, con los cuales se puede hacer evaluaciones in vivo de

compuestos especificos y sus efectos sobre determinados genes o0 sus



productos. Estos marcadores genéticos son cualitativos y se pueden
cuantificar morfologicamente, ya sea por pérdida o por aparicion de
marcadores tanto en células germinales como en células somaticas, esto
generado por mutaciones, deleciones o recombinaciéon mitética por la
exposicion al agente xendbiotico. Fundamentalmente, se cuenta con tres
ensayos con los que se ha validado el dafio en las células, estos son:

1) El ensayo de mutaciones letales recesivas ligadas al sexo.

2) La prueba cromosomica.

3) Ensayo de mutacion somatica y recombinacion mitotica, la cual se

aplica tanto en ala como en ojo (Graf et al., 1984).

7.1 Biologia del Desarrollo de Drosophila melanogaster

Drosophila melanogaster presenta un ciclo de vida de 10 dias, a 25° C y 60%
de humedad relativa (Fig. 8). El ciclo de vida comienza poco después de que el
esperma llega a los huevos y la hembra los oviposita, estos huevos tienen una
longitud promedio de 430 micras y un color blanco lechoso, veinticuatro horas
después, el huevo eclosiona y surge la larva. El periodo larvario consta de tres
estadios. En el tercer estadio la larva consume aproximadamente cinco veces
Su peso en comida, lo que provoca que aumente su tamafio con gran rapidez
alcanzando una longitud de ~ 4.5 mm. Posteriormente, pasan a ser prepupas,

pupas, y finalmente, imagos o adultos. (Demerc y Kaufmann, 1962).



Fig.8. Ciclo de vida D. melanogaster. Modificado de. Modificado de Demerc y Kaufmann, 1962

Las células que conforman el cuerpo de las larvas provienen de dos estirpes
celulares distintas: una es el tejido larvario y la otra esta constituida por las
células de los discos imaginales que en un futuro daran origen a las estructuras
y tejidos del adulto (Russell, 1998). Estos discos estan conformados por un
promedio de entre 50 a 100 células. En el primer estadio estas células siguen
un desarrollo asincrénico hasta alcanzar aproximadamente las 30,000 células,
momento en el cual comienza la diferenciacion de las estructuras (Fig. 9).
Podemos distinguir un linaje de otro debido a que las células de los discos
imaginales presentan un tamafio pequefio; y ademas, una constitucion
cromosomica diploide, aunado al hecho de estar determinadas genéticamente
para alcanzar su diferenciacién hasta la metamorfosis (Pearson, 1974).

Después de que las moscas emergen, tardan un tiempo aproximado de 8 horas
paran alcanzar la madurez sexual y poder empezar a reproducirse (Demerc y

Kaufmann, 1962).



Fig. 9 Distribucién de los discos imagales. Modificado de Demerc y Kaufmann, 1962



7.2 Prueba de mutacion y recombinacion sométicas (SMART).

La prueba de mutacién y recombinacion somaticas (SMART) se basa en la
pérdida de la heterocigosidad de marcadores en las células de los discos
imaginales de las larvas, las cuales, en el caso del ala son, "flare3" y "mwh".
Esta prueba ha mostrado ser sumamente eficiente debido a que es un
bioensayo a corto plazo en el cual se detectan mutaciones puntuales,
deleciones, no disyuncién, aneuploidias y recombinaciones mitoticas,
provocadas por la exposicion a agentes que dafian al material genético.
Cuando los individuos son puestos en contacto con un agente potencialmente
genotéxico e interactuar con el DNA, se expresara como manchas en las
células de las alas (Fig. 10), las cuales pueden ser analizadas al comparar si
existen diferencias estadisticamente significativas entre el tipo y frecuencia de
manchas de los organismos no expuestos y los expuestos

(Graf, 1995).

Se han realizado multiples experimentos que han validado la eficacia de esta
prueba utilizando tanto agentes fisicos como quimicos, puros y mezclas

(Graf et al., 1996; Vogel, 1991).
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Fig. 10. Eventos que conducen a la pérdida de la heterocigosis y que detecta el ensayo de
mutacién y recombinacién somaticas SMART. (Modificado de Graf et al., 1984).

El bioensayo SMART presenta varias ventajas: requiere una sola generacion
para obtener resultados, es un sistema donde se puede estudiar la activacion
de los compuestos quimicos (procancerigenos y promutagenos), ademas este
sistema in vivo puede evaluar mutaciones y recombinaciones mitéticas. Es
importante mencionar que con este bioensayo se pueden analizar cerca de

25,000 células por ala (Graf et al., 1984).



8. Justificacion

Nuestro mundo gira alrededor de grandes adelantos cientificos y tecnolégicos
que abren paso a grandes descubrimientos en todos los a&mbitos. A pesar de
ello el hombre ha invertido gran parte de sus esfuerzos en la busqueda de
nuevos medicamentos (de bajo costo) que puedan curar enfermedades de gran
importancia a nivel mundial entre las que destacan: el VIH (sida), cancer y
diabetes, siendo esta Ultima una de las principales causas de muerte en
nuestro pais. En este ambito cabe destacar que el uso de plantas medicinales,
hoy en dia juega un papel fundamental ya que posee un panorama muy
prometedor, siendo una alternativa viable y real en el desarrollo de nuevas
técnicas terapéuticas, ademas de sus bajo costo (Kufer et al., 2005).

Existen diversos reportes sobre compuestos aislados de plantas de los cuales
se han podido desarrollar diversos medicamentos, en este sentido es
importante mencionar que para que un medicamento pueda ser utilizado debe
de someterse a diversas pruebas que evalien su toxicidad, genotoxicidad,
mutagénesis, teratogénesis, carcinogénesis, etc. (Kufer et al., 2005). Por esta
razén el objetivo del presente trabajo fue evaluar tanto la actividad genotéxica
como toxica del extracto acuoso de Malmea depressa, ya que se ha
comprobado su efecto hipoglucemiante, siendo una alternativa viable para

desarrollar un mejor medicamento para controlar la diabetes mellitus tipo .



9.1 Objetivo General.

-Determinar si existe un efecto genotoxico inducido por el extracto de Malmea
depressa mediante el empleo de células somaticas del ala de Drosophila

melanogaster.

9.2 Objetivos Particulares.
- Determinar si el extracto actia de forma directa o indirecta (activacion

metabdlica)

- Comparar la respuesta en la actividad mutagénica y recombinogénica con
respecto al metabolismo en las dos cruzas: la estandar y la de alta

bioactivacion.

-Evaluar la toxicidad del extracto acuoso de M. depressa tanto en larvas como

en adultos, mediante un tratamiento cronico.

-Determinar si existen diferencias estadisticamente significativas entere la
frecuencia de manchas obtenidas en cada cruza de los tratamientos con

respecto al testigo negativo.



10. Hipétesis.

Ho:

El extracto de Malmea depressa no producirad un efecto genotoxico, por lo que
la frecuencia de manchas en las series tratadas y el testigo concurrente no

seran estadisticamente distintas.

Ha:
El extracto de Malmea depressa producira un efecto genotédxico, lo que sera
reflejado en una frecuencia significativamente mayor de manchas en las series

tratadas que en el testigo concurrente.



11. Métodos.

11.1 Cepas.

Se utilizaron tres cepas de D. melanogaster: "multiple wing hair" (mwh e / mwh
e), “flare” (fir / TM3 e Bd®) y "Oregon flare" (ORR flr? /TM3 e Bd®). La cepa
mwh e ("multiple wing hair") presenta una mutacion recesiva localizada en el
brazo izquierdo del cromosoma 3 (3-0.3 cM) y su expresion fenotipica se
observa como un cambio en el nimero de tricomas por célula (Graf et al.,
1996).

El marcador e (ébano) se caracteriza por el color negro brillante del cuerpo.
En la cepa flr3 (flare) la mutacion es recesiva y se expresa como tricomas mal
formados y cortos con apariencia de flama. Se sabe que es una mutacion letal
en condicién homocigatica, por lo cual cuenta con un balanceador TM3, el cual
a su vez tiene un marcador a nivel fenotipico que es el borde de las alas
aserradas (Bd®).

La cepa ORR-flr3 (Oregon resistente) tiene una mutacion que le confiere
resistencia al DDT e insecticidas organofosforados, ya que posee una sobre
expresion de los genes P450, lo que le permite biotransformar agentes téxicos

con mayor facilidad (Graf et al., 1996).

11.2 Sistemas de Cruza.

Este ensayo fue realizado de acuerdo con Graf y sus colaboradores (1984),
con la modificacion de el marcador e (ébano), lo cual fue implementado por el
laboratorio de genética de la Facultad de Ciencias UNAM, con el objetivo de
que 50% de la progenie obtenida (F1) expresara el marcador ébano (e) siendo

mas facil separar a las moscas heterdcigas, las cuales presentan el cuerpo



oscuro (ébano). Para la realizacién de este ensayo, se utilizaron dos diferentes
tipos de cruzas:

1) Cruza de alta bioactivacion (HB), que expresa altos niveles de citocromos
P450 (hembras virgenes de la linea 29 (ORR fIr3 /TM3 e Bd® ) X machos &J
mwh e/mwh e) (Graf y Van Shaik, 1992).

2) Cruza estandar (ST), que expresa niveles basales de estas enzimas
(hembras virgenes de la linea 29 flr3 /TM3 e Bd® X machos de la cepa 4

mwh e/mwh e) (Graf et al, 1989) (Fig.11).

CRUZA DE ALTA BIOACTIBACION CRUZA ESTANDAR
A) Herpbras Machos B) Hgmbras Machos

Progenitores (ORR fIr3 /TM3 e Bd®)Xmwh e/mwh e | fIr3 /TM3 e BdX mwh e/mwh e

F1
C) %2 ORR fIr® / mwh e (alas silvestres) | D) % flr3 /mwh e
(alas silvestres)
Ysmwh, e / TM3 e Bd® (alas con
bordes discontinuos, cuerpo ébano) % mwh e/ TM3e Bd® (alas
aserradas, cuero ébano)

Fig. 11 Sistemas de cruza A)y B) muestran los progenitores de ambas cruzas, mientras que
C) y D) muestran a la progenie que se obtuvo y en las cuales se realizo la evaluacién del
extracto de M. depressa.



11.3 Prueba de Toxicidad.

Para la prueba de toxicidad se utilizaron 200 machos adultos de la cepa "flare"
(flrd /TM3, Bd®) y 50 larvas de la cepa “flare" (flr® /TM3, Bd®), ambos grupos
fueron sometidos al mismo tratamiento. Tanto las larvas como moscas fueron
alimentadas durante 48 horas con extracto acuoso de Malmea depressa, con
las siguientes concentraciones: 0.166, 3.3, 6.6, 13.3, 26.0 mg/ml y el control
(agua destilada). Estas concentraciones se determinaron considerando el
trabajo de Martinez, 2004, en el cual se administro a ratas diabéticas una
cantidad de 20 mg de extracto por kilogramo de peso, extrapolando lo anterior
al peso de la mosca se calculo una concentracion de 0.166 mg/ml. Una vez que
fue determinada la cantidad que le correspondia a una mosca, la siguiente
concentracion se obtuvo duplicando la inicial; ademas, esto permitié descubrir

si existia toxicidad a una mayor concentracion.

11.4 Extracto.
Se utilizé extracto de raiz homogeneizado vy liofilizado de Malmea depressa, el
cual fue proporcionado por el Dr. Andrade Cetto del grupo de Etnofarmacia,

Facultad de Ciencias, UNAM.

11.5 Medio de Cultivo.

El medio de cultivo se elabord con los siguientes ingredientes: Agar (10 gr),
azucar (70 gr), harina (105 gr), levadura de cerveza (60 gr.) y agua (1250ml).
Se pesaron y mezclaron todos los ingredientes; una vez homogénea la mezcla,
se le agregd el agua destilada. Posteriormente se puso a cocer, moviéndolo

constantemente; una vez que comenz0 a hervir, se le baj6é al fuego y se dejé



por 15 minutos mas. Por ultimo, se retird del fuego y cuando el medio estuvo a
60° se le agregd 4 ml. de acido propionico (fungicida) y 4 ml. de nipagin al 10%

en alcohol etilico (bactericida).

11.6 Ensayo SMART.

Ambas cruzas fueron realizadas de acuerdo al protocolo establecido por Graf y
sus colaboradores (1989), con la Unica variante en los machos, los cuales son
mwh e, presentando el cuerpo color oscuro. Posteriormente se sincronizaron
por un periodo de 6 horas en medio de cultivo con levadura fresca, retirando a
los progenitores una vez transcurridas 6 h, lo cual se realizé con el fin de
obtener huevos con una diferencia de edad de 72 + 3 horas. Posteriormente las
larvas fueron extraidas de los frascos con sacarosa al 20% y una malla. A
estas larvas se les administré un tratamiento agudo por duplicado con cinco
concentraciones diferentes de extracto acuoso de Malmea depressa (0.166,
3.3, 6.6, 13.3, 26.0 mg/ml y el control negativo (agua destilada). Esto se hizo
colocando aproximadamente 200 larvas por vial, los cuales estaban perforados
por ambos extremos, por lo que se les colocé una malla en uno de los
extremos y un tapon en el otro, con el fin de evitar que las larvas se salieran.
Los viales, ya con las larvas, fueron colocados a su vez en vasos de
precipitado de 10ml, los cuales contenian 50mg de celulosa en polvo y las
distintas concentraciones de M. depressa. Después de 6 horas las larvas
fueron retiradas de los viales, enjuagandolas con agua corriente; para
posteriormente colocarlas en medio de cultivo nuevo, donde se dejo que

concluyera su ciclo de vida. Una vez que emergieron las moscas, se fijaron en



etanol al 70%, separando a la progenie de acuerdo al fenotipo que presentaron:
transheterocigotas (mwh +/ + fIr3) con alas y cuerpo silvestre o portadoras del
balanceador (TM3 e Bd®), las cuales presentan alas con bordes discontinuos y
cuerpo oscuro (o0 ébano). Una vez separada la progenie, se utilizo a la progenie
transheterocigota, a la cual se le disectaron las alas con ayuda de una pinza de
relojero y una aguja de diseccion, colocandolas por pares en portaobjetos con
solucion de Fauré (Fig. 12). En cada preparacion se montaron 10 pares de alas

de hembras y 10 pares de alas de machos (Graf et. al., 1984).

i

Fig.12 Forma en la que se colocaron las alas para ser observadas al microscopio 6ptico a 40X.
Laboratorio de genética, Facultad de ciencias.

Para analizar las alas, Unicamente se tomoO en cuenta la region distal de las
alas, analizando las 7 regiones que conforman el ala (Fig. 13) (Garcia-Bellido y

Merriam, 1971).

Fig. 13, Zonas del ala. Modificado de Graf, 1984.



Se utilizé un microscopio 6ptico para el analisis de las alas con un aumento de
40X. Las manchas se registraron tomando en cuenta tanto la seccion del ala en
la que aparecieron asi como el nimero de células afectadas y su tipo, esto es:
mwh y flr o gemela (presencia de los dos marcadores mwh y flr3).
(Fig.14) Fue asignada una clasificacion a cada mancha segun su tamafo:

e Simple chica ( 1-2 células afectadas)

e Simple grande (mayor a 2 células afectadas)
Es importante mencionar que fue considerada como una mancha diferente, es
decir que se generaron por dos eventos independientes, si las manchas que

aparecian en la misma region del ala estaban separadas por 3 0 mas hileras de

tricomas silvestres.
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Fig. 14. Tipos de manchas encontradas en el ensayo de SMART con M. depressa. Laboratorio
de Genética de la Facultad de Ciencias, UNAM.

12. Andlisis estadistico.

Para el analisis estadistico de los datos obtenidos durante el ensayo, se utilizd
el programa de cOmputo SMART, mediante el cual se determind si la

frecuencia de manchas sencillas chicas, sencillas grandes y gemelas, que se



obtuvieron durante el ensayo, aumentaba al ser comparada con los testigos
concurrentes. Esta prueba se basa en la prueba no paramétrica de X2, con un
nivel de significancia del 5% (Frei y Wugler, 1988). Es importante destacar que
es necesario comparar las series tratadas con las series del testigo para
evaluar la mutagénesis de un compuesto.

Para determinar los resultados, se utilizan dos hipotesis estadisticas. La
primera hipotesis, Ho 0 hipotesis nula, si se acepta, supone que el tratamiento
experimental no presentd una mayor frecuencia de manchas entre las series
tratadas y el testigo; si la Ho se rechaza, se asumira que por lo menos en una
de las series tratadas esta aumentando la frecuencia espontanea, comparada
con la frecuencia obtenida en el testigo, es decir, la frecuencia espontanea esta
incrementando por un multiplo dado (que es llamado m). Asimismo, la
frecuencia del testigo, la constante m es indispensable ya que indica las veces
que debe incrementar el nimero de manchas tomando como referencia al
testigo para considerar una respuesta positiva (+). La segunda hipétesis, Ha 6
hipotesis alternativa, supone que en las series tratadas hay un aumento
estadisticamente significativo, el cual es determinado como “m” veces la
frecuencia basal. Esto permite inferir que si se acepta Ho y se rechaza Ha, el
resultado es negativo (-), pero si se rechaza Ho y se acepta Ha, el resultado es
positivo (+). Es importante mencionar que se pueden, en un momento
determinado aceptar ambas hipétesis y, por consiguiente, se tiene un resultado
indeterminado (i) y si ambas se rechazan, sera un débil positivo (d+) (Frei y

Wiugler, 1988).



13. Resultados.

13.1 Toxicidad

Los resultados obtenidos después de haber realizado la prueba de toxicidad

con moscas adultas (Tabla 1) y larvas (Tabla 2), mostraron que el extracto

acuoso de Malmea depressa no resultd ser toxico para ninguna de las

concentraciones utilizadas, por o que no se pudo obtener la LDso, por tal

motivo, las concentraciones que se utilizaron para probar el efecto genotéxico

del extracto, se determinaron partiendo de la cantidad de extracto de Malmea

depressa que se le administr6 a ratas en un experimento previo (Martinez,

2004), y fueron las siguientes: 1.66, 3.3, 6.6, 13.3, 26.0 pg/ul y el control

negativo.

Tabla 1. Prueba de toxicidad, machos adultos de la cepa fIr tratados con
extracto de Malmea depressa por 48 hrs.

TIEMPO

[ ]en Ohrs 12hrs 24hrs a8hrs 48hrs

Hg/p!

Control 1010 | 1010 | 10110 | 10M07 1010 [ 1040 | 100 | 1040 | 1010 | 1010
166 1010 | 1010 | 1010 | 1007 1010 [ 1000 | 10M0 | 1040 | 1010 | 1010
33 1010 | 1010 | 910 10/10| 210 10010 | 910 10010 | 9110 10010
66 1010 | 10110 | 210 910 /10 a/10 9/10 aM0 910 9/10
133 1010 | 10M0 | 1010 ) 10010 | 1010 [ 1010 [ 1040 | 1010 [ 1010 | 1010
260 1010 | 1010 | 1010 | 1007 1010 [ 10040 | 100 | 1040 | 1010 | 1010
Solucidn

stock 1010 | 1010 | 10110 | 10M07 1010 [ 1040 | 100 | 1040 | 100 | 1010
+ 8/10 Mos cas gque s& escaparon durante &l experimento

Tabla 2. Prueba de toxicidad, larvas de 72 + 3h de edad de la cepa flr tratadas
con extracto de Malmea depressa por 48 hrs.




TIEMFPO
[ ]1en Ohrs 12hrs 24hrs 36hrs 48hrs
pof il
50/50 | 50/50 | 50/50 | 50/50 | 50/50 | 50/50 | 50/50 | 50/50 | 50/50( 50/50
Control
50/50 | 50/50 | 50/50 | 50/50 | 50/50 | 50/50 | 50/50 | 50/50 | 50/50( 50/50
1.66
- S0/50 | 50/50 | 50/50 | 50/50 | 50/50 | 50/A0 | 50/50 | 50/50 | 50/50 | 50/50
50/50 | A0/80 | 50/50 | A0/50 [ 50/50 | 50/50 | 50/50 | 50/50 | 50/50 | 5050
akal
3.3 50/50 | 50/50 | 50/50 | 50/50 | 50/50 | 50/60 | A0S0 | 50/50 | 50/50| 50/50
26.0 50/50 | 50/50 | 50/50 | 50/50( 50/50 | B0/A0 | 50/50 | 50/50( 50/50( 50/50
Solucidn 50/50 | 50/50 | 50/50 | 50/50 | 50/50 | 5050 | 5050 | 50/50 | 50/50| 50/50
stock

13.2 Genotoxicidad.

Para probar el posible efecto genotoxico del extracto acuoso de Malmea
depressa se utilizd el ensayo de Mutacibn y Recombinacion Somatica
(SMART) para alas, utilizando dos cruzas distintas, la estdndar (ST) y la de alta
bioactivacion (HB). Ambos experimentos fueron hechos bajo las mismas
condiciones, utilizando cinco concentraciones diferentes (1.66, 3.3, 6.6, 13.3,

26.0 4g/ul) y el control negativo que en este caso fue agua destilada.

13.3 Cruza Estandar (ST)

La tabla 3 muestra tanto la frecuencia como el tamafio promedio de las
manchas de la cruza estandar, indicando que el extracto acuoso de Malmea
depressa no produjo un aumento estadisticamente significativo de clones, por
lo que no hubo induccién de un efecto genotoxico por parte del extracto en
ninguna de las concentraciones utilizadas. La frecuencia de manchas totales
muestra un patron asintético (Grafica 1). La frecuencia de manchas chicas (1-2

células afectadas) es claramente mayor con respecto a la frecuencia obtenida



de manchas grandes (mas de 2 células afectadas) para el caso de la cruza
estandar. La grafica 2 muestra el tamafio de clones por individuo dando un
rango del 1 al 7 en el cual, 1= 1, 2=2, 3= 3-4, 4= 5-8, 5=9-16, 6=17-32y 7= 0

mayor a 33 células afectadas.

Tabla 3. CRUZA ESTANDAR (ST) FRECUENCIA DE MANCHAS

Frecuencia de manchas por individuo
[Mo/ul ] Numero de Chicas Grandes Gemelas Total Tamario promedio
moscas (1-2 células) (> 2células) m=5 m=2 del clon
m=2 m=5

Control 60 0.20 (12) 0.05 (3) 0.00 (0) 0.25 (15) 2.20
1.66 60 0.30 (18)- 0.03 (2)- 0.03 (2)- 0.37 (22)- 1.59
3.3 60 0.20 (12)- 0.05 (3)- 0.02 (1)- 0.27 (16)- 2.25
6.66 60 0.32 (19)- 0.07 (4)- 0.05 (3)i 0.43 (26)- 1.69
13.3 60 0.32 (19)- 0.03 (2)- 0.02 (1)- 0.37 (22)- 1.64
26.0 60 0.32 (19)- 0.07 (4)- 0.02 (1)- 0.40 (24)- 1.59

Andlisis estadistico de acuerdo a Frei y Wierler (1988) En el cual: += positivo; - =
negativo; i= indeterminado; d+0 débil positivo; m= factor de multiplicacion. Nivel de
probabilidad: a=B=0.05 (prueba estadistica de una sola cola).

30+
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254

204

154

Manchas Totals ST.

10+

0 T T T T T T v [HO/pl]
0 5 10 15 20 25 30
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Grafica 1. Frecuencia de manchas totales inducidas por el extracto acuoso de
Malmea depressa en la cruza estandar ST, el cual muestra un patrén asintético.
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Grafica 2. Cruza estandar. Se muestra el niumero y el tamafio de manchas
simples obtenidas durante el tratamiento agudo (6hrs).

13.4 Cruza de Alta Bioactivacion (HB)

En el caso de la cruza de alta bioactivacion (HB) no se presenté un aumento
estadisticamente significativo, siendo el potencial genotdxico del extracto
acuoso de Malmea depressa negativo para las concentraciones probadas. La
tabla 3 muestra la frecuencia de manchas obtenidas en el ensayo asi como el
tamafio promedio del clon. La respuesta mostré también un patron asintotico
(Gréfica 3). La grafica 5 muestra que no existe relacién entre la cantidad de
compuesto y el numero de manchas en ambas cruzas. En este caso también
se encontr6 una frecuencia mucho mayor de manchas chicas (1-2 células
afectadas) que de manchas grandes (mas de 2 células afectadas). La grafica 4

muestra el tamafio de los clones por individuo en las series tratadas. Es



importante mencionar que en esta cruza no se registr0 la presencia de

manchas gemelas.

Tabla 4. CRUZA DE ALTA BIOACTIVACION (HB) FRECUENCIA DE

MANCHAS.
Frecuencia de manchas
[pg/ul ] Numero de Chicas Grandes Gemelas Total Tamafo promedio
moscas (1-2 células) (> 2células) m=5 m=2 del clon
M=2 m=5
Control 60 0.38 (23) 0.05 (3) 0.00 (0) 0.43 (26) 1.42
1.66 60 0.47 (28)- 0.05 (3)- 0.00 (0) 0.52 (31)- 1.42
3.33 60 0.66 (40)- 0.02 (2)- 0.00 (0) 0.66 (41)- 1.28
6.66 60 0.52 (31)- 0.05 (3)- 0.00 (0) 0.57 (34)- 1.29
13.3 60 0.48 (29)- 0.03 (2)- 0.00 (0) 0.52 (31)- 1.45
26.0 60 0.52 (31)- 0.08 (5)- 0.00 (0) 0.60 (36)- 1.56

Andlisis estadistico de acuerdo a Frei y Wierler (1988) En el cual: += positivo; - =

negativo; i= indeterminado; d+0 débil positivo; m= factor de multiplicacién. Nivel de
probabilidad: a=B=0.05 (prueba estadistica de una sola cola).
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Grafica 3. Frecuencia de manchas totales inducidas por el extracto acuoso de

Malmea depressa en la cruza de alta bioactivacion (HB), el cual muestra un
patrén asintético.
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Grafica 4. Cruza de alta Bioactivacion. En ella se muestra el namero y el tamafio
de manchas simples obtenidas durante el tratamiento agudo (6hrs).
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Gréfica 5. Frecuencia de manchas totales inducidas por el extracto acuoso de
Malmea depressa en ambas cruzas (HB y ST), la cual muestra mediante la
regresion lineal que no existe unarelacion entre la cantidad de compuesto y el
numero de manchas.
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14. Discusion

México es uno de los cuatro paises megadiversos ya que posee alrededor de
30,000 especies de plantas, de las cuales se sabe que cerca del 10% son

utilizadas por la medicina tradicional( www.semarnat.gob.mx ), este aspecto es

de suma importancia ya que el censo poblacional méas reciente de nuestro pais

registro alrededor de 103.5 millones de habitantes(www.inegi.gob.mx). De

acuerdo con Meckes (1993) el 80% de la poblacién mundial y especificamente
en paises en desarrollo utilizan plantas medicinales como alternativa, puesto
gue es mucho mas barata y facil de conseguir, ademas de ser muy eficiente y

efectiva para tratar diversos padecimientos (Meckes, 1993).

A pesar de la enorme diversidad de plantas que existen en nuestro paisy aun
cuando es conocido que en general las plantas tienen un gran potencial para la
produccion de sustancias mutagénicas y carcindgenas, como antimutagénicas,
s6lo un pequefio porcentaje de especies han sido estudiadas quimica y

farmacolégicamente (Ebadi, 2000).

Malmea depressa es una de las plantas que han sido reportadas por la
medicina tradicional para el tratamiento de la diabetes mellitus II, ésta ha
probado ser muy efectiva para mantener los niveles de azucar en sangre de

manera controlada (Andrade et al., 2005).

En la actualidad existen muy pocos trabajos sobre Malmea depressa
reportados en la literatura, siendo este trabajo el primer estudio sobre los
efectos toxicos y genotoxicos, por lo cual el conocimiento de los compuestos

quimicos que posee esta planta hasta hace poco tiempo no se conocia.



Estudios reportados por Andrade y sus colaboradores (2005), confirmaron la
presencia de dos derivados del fenol, que se piensa pueden ser flavonoides: 2-
Hidroxi-3,4,5-trimetoxi-1-(2’, 4’-hidroxi-3’-dihidroxi) butil-benceno y 2-Hidroxi-
3,4,5-trimetoxi-1  (2’,3',4’-hidroxi)butil-benceno. Este hecho es de suma
importancia ya que los flavonoides ejercen funciones biolégicas indispensables,
asi como efectos benéficos en el caso de muchas enfermedades como cancer,
enfermedades cardiovasculares y de desordenes neurodegenerativos. Muchas
de estas actividades han sido atribuidas a sus propiedades antioxidantes, ya
sea por su propia capacidad reductora o por su posible influencia intracelular,
provocando un estado de reduccién. El mecanismo preciso mediante el cual los
flavonoides ejercen su accion, tanto benéfica como toxica, aln es desconocida
(Rice-Evans, 2001; 1995; Rice-Evans et al.,, 1996). Sin embargo, estudios
recientes proponen que la actividad antioxidante (hidrégeno-donante) es
insuficiente para explicar los efectos celulares que se han reportado. Esta
afirmacion se basa en el hecho de que los flavonoides in vivo son
metabolizados, dando como resultado una alteracién significativa de su
potencial de reduccién. A pesar de esto, las concentraciones de flavonoides
gue se encuentran in vivo son suficientemente elevadas para tener actividad
farmacoldgica en receptores, enzimas y factores de transcripcion. Dentro de
esta actividad destaca el nUmero tan grande de proteinas cinasas que han sido
reportadas como posibles blancos en los que interactian directamente los
flavonoides (Rice-Evans et al., 2004).

Otro aspecto importante de los flavonoides es el hecho de que han sido
reportados también con actividad prooxidante. Algunos estudios reportados

indican la mutagenicidad y genotoxicidad de los flavonoides tanto en sistemas



experimentales bacterianos como de mamiferos (Susuki el al., 1991, Carver et
al., 1983 y Sahu et al., 1993). Debido a sus caracteristicas estructurales, estos
metabolitos pueden reducir el Fe** y el Cu** para sufrir una auto oxidacién o
incluso involucrarse en un proceso de ciclico rédox, actuando de esta manera
como agentes prooxidantes, lo que explicaria los efectos reportados en la
literatura de mutagenicidad y genotoxicidad. Los estudios presentados ponen
en evidencia que los flavonoides pueden comportarse como antioxidantes y
prooxidantes, e influyen en ellos factores tales como las condiciones del
ensayo, la concentracion efectiva que se alcanza en el sitio donde la especie
reactiva del oxigeno es formada, asi como la estabilidad del radical del
flavonoide formado al donar un &tomo de hidrégeno al radical atacante. Por tal
motivo, aun cuando se asegura que los flavonoides estan libres de toxicidad y
efectos secundarios (genotoxicidad y mutagenicidad), lo que permite su amplio
uso terapéutico, es necesario profundizar en los efectos secundarios que
puedan producir (Pérez-Trueba, 2003).

Hoy en dia para que un compuesto quimico o un medicamento se pueda
ofrecer al publico, es necesario someterlo a diversas pruebas que determinen
su toxicidad, genotoxicidad, carcinogenicidad, mutagénesis y teratogénesis.
Uno de los ensayos que ha probado ser muy eficiente en la deteccion de
compuestos que son capaces de inducir recombinacién mitdtica asi como
mutaciones puntuales, es el ensayo de mutacion y recombinacion somaticas
(SMART) version ala , el cual en el caso particular de este trabajo se utilizd
para probar el efecto genotdxico de M. depressa. Este ensayo es muy versatil y
efectivo para probar tanto mezclas complejas como simples, siendo utilizado

desde casi 2 décadas sobre colorantes, aditivos para los alimentos, bebidas,



medicamentos, plantas, insecticidas o para probar niveles de contaminacion en
agua (Romero-Jiménez et al.,2005; Souza do Amaral et al., 2005). Ademas, los
resultados sobre la evaluacion de algun compuesto o fitomedicamento pueden
ser obtenidos en pocas semanas puesto que se requiere una sola generacion,
siendo un sistema in vivo que puede estimar mutaciones y recombinaciones
mitGticas, permitiendo exponer un gran numero de células somaticas al agente
en cuestion.

En el caso de SMART version ala, es importante destacar que se utilizaron dos
cepas distintas: la de alta bioactivacion (HB) y la estandar (ST). La diferencia
fundamental entre ambas cruzas recae en el hecho de que la primera presenta
una sobrexpresion constitutiva de citocromos P450, en especifico de la
subfamilia CYP6A2, la cual es similar a las subfamilias CYP3A Y CYP3A16
de los seres humanos y del ratdon respectivamente, mientras que la segunda
(ST) presenta niveles basales de estas enzimas (Saner et al., 1996; Itoh et al.,
1994).

Cabe mencionar que en el presente trabajo no se observé una diferencia
significativa entre las series tratadas y los testigos concurrentes, lo cual indico
que los principios activos del extracto de Malmea depressa no requieren ser
metabolizados, ni se requiere una mayor expresion de enzimas para activarlos.
Los resultados obtenidos pueden ser comparados con los diversos trabajos que
se han realizado con plantas medicinales reportados en la literatura.

Existe un trabajo reciente sobre el andlisis de seis plantas utilizadas en la
medicina tradicional (Matricaria chamomilla, Tilia cordata, Mentha piperita,
Mentha pulegium, Uncaria tomentosa y Valeriana officinalis), en el cual se

utilizo, al igual que en el presente trabajo, la prueba SMART para determinar la



posible genotoxicidad o antigenotoxicidad de cada una de las plantas (Romero-
Jiménez et al., 2005), utilizando solo la cruza estandar (ST). Los resultados
obtenidos en este ensayo fueron similares a los obtenidos en la cruza estandar
tratada con M. depressa.

En ambos casos las frecuencias obtenidas no son significativas
estadisticamente entre las series tratadas y los testigos concurrentes.

Por otro lado, Dutra-Pimenta y Nepomuceno (2004) del Instituto de Genética y
Bioquimica de Brasil encontraron un efecto genotéxico en Plantago major, la
cual es utlizada por la medicina tradicional para el tratamiento de
enfermedades parasitarias. En este trabajo se utilizaron tanto la cruza estandar
(ST) como la de bioactivacién elevada (HB), mostrando en éste caso un
aumento significativo en las frecuencias de las series tratadas con respecto al
testigo negativo

También se ha probado que ciertas plantas pueden ejercer un efecto protector
ante algunos compuestos genotoxicos. ldaomar y sus colaboradores (2001),
encontraron que algunos aceites esenciales de plantas como Helichrysum
italicum, Ledum groenlandicum y Ravensara aromatica, fueron probados en
conjunto ante uretano, presentando un efecto protector, ya que se observan
frecuencias menores a los testigos concurrentes (control negativo) ante los
efectos inducidos por dicho genotéxico.

En este estudio no se detectd ningun efecto genotéxico en el extracto
fitoterapéutico de Malmea depressa en ninguna de las dos cruzas utilizadas, ya
que la frecuencia de manchas inducidas por el extracto no presenté un
aumento estadisticamente significativo entre las series tratadas y el control

negativo, lo cual indica que los compuestos presentes en la mezcla del extracto



de la raiz no son capaces de producir dafio, ya sea por que no hay un
compuesto genotoxico presente en la mezcla o que esté presente alguno en
muy baja cantidad y no ser capaz de inducir dafio o bien, que los compuestos
estén actuando de manera sinérgica e interactien inhibiendo por medio de un
antagonista al compuesto genotoxico. Es evidente que es muy dificil conocer el
modo de accion de los extractos de las plantas, puesto que contienen un gran
namero de sustancias diferentes, aunado al hecho de que no sabemos como

estan interactuando unas con otras.



15. Conclusion.

El extracto fitoterapéutico de Malmea depressa no mostro ser
genotdxico tanto en la cruza estandar como en la cruza de alta
bioactivacion, en las células soméaticas de las alas de Drosophila
melanogaster bajo las condiciones probadas, por tal motivo no se
pudo determinar su mecanismo de accion, presentando ademas

una respuesta similar en ambas cruzas.

Se recomienda probar el extracto de Malmea depressa en un
tratamiento cronico, puesto que éste representaria mejor la forma

en la cual es usado por la medicina tradicional.
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