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RESUMEN

Tecoma stans (L.) Juss. ex Kunth, también conocida como “Tronadora”, es un
arbusto endémico del norte, centro y sur de América. En México es utilizada, en la
medicina tradicional, como un remedio para tratar la diabetes mellitus tipo Il al
preparar sus hojas y flores a manera de infusion y emplearlas como agua de uso.
El efecto hipoglucémico que presenta ha sido evaluado en distintos modelos in
Vivo (como conejos, ratas y perros); aunque sus efectos genotoxicos no han sido
reportados para ninguno de estos. El objetivo de este estudio fue el de evaluar el
potencial genotoxico de cuatro extractos obtenidos con disolventes de distinta
polaridad (hexano, acetato de etilo, metanol y agua) en la mosca de la fruta,
Drosophila melanogaster, mediante el ensayo SMART/ala. Esta prueba consiste
en la deteccion y evaluacion estadistica de alteraciones al nivel de los tricomas del
ala de la mosca de la fruta que resultan de la pérdida de la heterocigosis de dos
marcadores recesivos (flr’ y mwh) que provienen de diferentes eventos terminales
tales como: mutacién puntual, pérdida, delecion, no disyuncidn y recombinacion
mitética. Los resultados del ensayo de genotoxicidad para los cuatro extractos
mencionados (en concentraciones de 0.1, 1 y 10%; mas un control concurrente
por cada extracto) indican que T. stans no induce un efecto genotdxico

significativo bajo las condiciones probadas.

Palabras Clave: genotoxicidad, extractos, Tecoma stans, diabetes mellitus tipo Il,

SMART / ala, Drosophila melanogaster.



I. ANTECEDENTES

1.1 Diabetes mellitus.

El correcto funcionamiento de una célula y, por tanto, de un organismo, depende
de la presencia de un conjunto de reacciones quimicas que se denominan
metabolismo. Por medio de éste las células logran proveerse de energia y de
elementos estructurales (Rodriguez-Arnaiz, 2003 a). No obstante, cuando una de
las reacciones que conforman al metabolismo sufre de alguna alteracion (como la
ausencia o mala produccion de una enzima, por ejemplo) se habla de un trastorno
metabdlico. Actualmente, uno de los trastornos metabdlicos que mas afectan al

ser humano es la diabetes mellitus (D.M.).

En México, la D.M. es conocida como una enfermedad crénica que provoca que
los niveles de glucosa en la sangre de un individuo sobrepasen lo normal
(hiperglucemia) aun cuando éste se encuentre en ayuno (es decir, que los niveles
de glucosa son mayores o iguales a 126mg en un dL de sangre) (sitio electrénico
INSP, 2009). Sin embargo, en un sentido mas concreto Islas-Andrade y Revilla-
Monsalve (2004) definen a la diabetes como una enfermedad genética en la que el
paciente sufre de alteraciones metabdlicas (al nivel de carbohidratos, grasas y
proteinas), al mismo tiempo que padece de una deficiencia relativa o absoluta de

insulina, asi como de distintos grados de resistencia a esta hormona.
1.1.1 Causas.

El desarrollo de la D.M. esta relacionado generalmente a factores genéticos
(sitio electronico INSP, 2009), aunque también se reconoce la intervencién de
factores ambientales (como infecciones virales y agentes quimicos
superimpuestos) que pueden desencadenar este trastorno (Islas-Andrade y
Revilla-Monsalve, 2004). Sin embargo, en la sociedad actual, son la obesidad (o
sobrepeso) y la falta de actividad fisica (o sedentarismo) los principales
detonadores de este trastorno (sitios electronicos INSP, 2009; OMS, 2009 a).



1.1.2 Clasificacion.

Debido a la variedad de manifestaciones fenotipicas de la D.M. y a diversos signos
y sintomas, ésta se ha clasificado en la categoria de sindrome metabdlico (Islas-
Andrade y Revilla-Monsalve, 2004). Asimismo, el Grupo Nacional de Datos sobre
Diabetes (NDDG, por sus siglas eninglés) del Instituto Nacional de Diabetes y
Enfermedades Di gestivas y Ren ales en Estados Unid os reco noce mas d e d os
categorias de la D.M. (sitio electronico NIDDK, 2009), dentro de las cuales las mas
utilizadas, y conocidas, son las asignadas como tipo 1 (o dependiente de insulina)

y tipo 2 (o no dependiente de insulina).

La D.M. tipo 1 se caracteriza por ser una variante en la cual el paciente presenta
autoinmunidad. Esto se debe a que los Antigenos Leucocitarios Humanos (HLA,
por sus siglas en inglés) desconocen y atacan alas células responsables de la
produccion de insulina, las células [t en el pancreas; al grado de reducir o impedir
la secrecion de esta hormona (sitio electronico NIDDK, 2009). Como consecuencia
de e sto, el paciente requiere de la administracion diaria d e insulina (de ahiel
nombre “dependiente de insulina”) (sitios electronicos INSP, 2009; NIDDK, 2009;
OMS, 2009 a). La poblacién mas frecuentemente afectada por este tipo de D.M.
son los nifios, aunque ta mbién p uede d esarrollarse en p ersonas a dultas (si tio
electronico NIDDK, 2009).

Por otro lado, la D .M. tipo 2 es unavariante en| a que el paciente produce
insulina pero el cuerpo es incapaz de utilizarla eficazmente (por ello el nombre “no
dependiente de insulina”) (sitio electronico NIDDK, 2009). Esto ultimo se atribuye a
defectos genéticos al nivel de los receptores de insulina, tanto en niumero como en
afinidad (Islas-Andrade y Revilla-Monsalve, 2004). A diferencia de la D.M. tipo 1, la
tipo 2 es la variante mas comun entre los pacientes diabéticos puesto que abarca
entre el 90 y 95% de los casos, los cuales estan integrados por adultos mayores y
personas con problemas de sobrepeso (sitios e lectronicos INSP, 2009; NIDD K,
2009; OMS, 2009 a).



1.1.3 Sintomas.

Independientemente del tipo de D.M. que padezca un paciente, los sintomas que
distinguen a este trastorno son: produccién excesiva de orina (poliuria), sed
excesiva (polidipsia), hambre constante (polifagia), pérdida de peso, alteraciones
visuales y fatiga (sitios electronicos INSP, 2009; OMS, 2009 a). No obstante, se
reconoce que la aparicion de estos sintomas es mas notoria en la D.M. tipo 1 que
en la tipo 2 dado que el desarrollo de esta ultima es gradual, por lo que se vuelve
evidente cuando ya existen complicaciones que pueden llevar a la muerte (sitio
electronico OMS, 2009 a).

1.1.4 Mortalidad.

La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) (2009 a, b) calcula que en el mundo
hay mas de 180 millones de personas diabéticas, y se estima que este numero
ascendera hasta los 366 millones para el afio 2030 (Wild et al., 2004). Asimismo
se reconoce que aproximadamente un 80% de la muertes registradas por este
trastorno proceden de paises con ingresos medios y se estima, para estos paises,

que dicho porcentaje todavia aumentara entre los afios 2006 y 2015.

Por otra parte, las estadisticas realizadas por el Sistema Nacional de
Informacién en Salud, a partir de las defunciones registradas en el 2007, colocan a
la D.M. como la principal causa de mortalidad en México (sitio electronico SINAIS,
2009).

1.2 Tratamientos tradicionales.

A pesar de ser un trastorno sumamente estudiado a nivel mundial, la D.M. es
combatida en México con plantas medicinales y/o sus extractos. Esto se debe a
que hay una amplia tradicion en el uso de plantas medicinales por parte de la

poblacion, sobre todo aquella con bajos recursos econdmicos que recurre a



curanderos y/o vendedores locales para obtener productos naturales para
combatir dicho mal (Andrade-Cetto y Heinrich, 2005).

La relevancia de los tratamientos contra la D.M. llega al punto que la
etnofarmacologia considera que este trastorno es el vinculo entre la medicina
convencional y los tratamientos locales, dado que a partir del analisis de plantas
utilizadas en remedios tradicionales se pueden obtener compuestos (como
alcaloides, glicésidos, terpenos y flavonoides; entre otros) para generar productos
comerciales (Andrade-Cetto y Heinrich, 2005). Sin embargo, para lograr lo
previamente mencionado, se requiere conocer del (o los) compuesto(s) en las
plantas para después valorar cuanto se requiere del (o los) mismo(s) para obtener
el efecto deseado, al mismo tiempo que se evitan los efectos secundarios si es
que existen (Ebadi, 2006).

Andrade-Cetto y Heinrich (2005) han documentado al menos el uso de 306
especies de plantas para combatir la D.M. Sin embargo, se estima que esta cifra
puede aumentar hasta las 500 especies, en México, si se consideran solo las
plantas que se utilizan para tratar la D.M. tipo 2. Por otro lado, de las plantas
documentadas solo algunas de ellas (y sus respectivos extractos) han sido
utilizadas en experimentos con conejos, ratas y ratones para constatar el efecto

que tienen en la reduccion de la glucosa sanguinea (efecto hipoglucémico).

1.3Tecoma stans.

Entre las 306 especies de plantas que se usan como agentes hipoglucemiantes,
Andrade-Cetto y Heinrich (2005) documentan a Tecoma stans. Esta planta se
describe como un arbusto pequeno, perennifolio o caducifolio, de 1 hasta 20m de
alto, con hojas compuestas de foliolos aserrados y lanceolados, que miden de 2.4
a 15cm de largo; inflorescencias en racimo terminal o subterminal (con 20 flores
aproximadamente). Las flores de T. stans se distinguen por su corola color
amarillo vivo tubular-campanulada, que mide de 3 a 5cm de largo (Fig. 1.1) (sitio
electrénico CONABIO, 2009).



Figura 1.1. Tecoma stans. Fotografias representativas del arbusto (tomada de Lady Bird Johnson Wildflower
center, 2009), de las hojas (tomada de Desert-Tropicals, 2009) y de las flores (tomada de Wildflowers of

Tucson, Arizona; 2009).

1.3.1 Taxonomia.

La clasificacion de T. stans es la siguiente:

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Subdivision: Magnoliophytina
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Escrofulariales
Familia: Bignoniaceae
Género: Tecoma

Especie: Tecoma stans (L) Juss. ex Kunth (1819)



T.stans también puede ser encontrada bajo las siguientes sinonimias: Bignonia
frutescens Mill. ex DC., Bignonia incisa Hort ex DC., Bignonia stans L.,
Gelseminum stans (L.) Kuntze, Stenolobium incisum Rose & Standl., Stenolobium
quinquejugum Loes, Stenolobium stans (L.) Seem., Stenolobium stans var.
apiifolium (Hort. ex DC.) Seem., Stenolobium stans var. multijugum Fr.,
Stenolobium stans var. pinnatum Seem., Tecoma incise Sweet., Tecoma stans
var. apiifolia Hort. ex DC., Tecoma tronadora (Loes.) Johnst (sitio electronico
CONABIO, 2009).

En México, T. stans es conocida bajo los nombres de: Tronador, Tronadora,
Sauco amarillo, Retama, Lluvia de oro, Corneta amarilla, Campanas amarillas,
Palo de arco, Batilimi, Matilimi, Borla de San Pedro, Hierba de San Pedro, Candox,
Xk’anlol, Xkantol, Cometa amarillo, Flor de San Pedro, Gloria, Guiabiche, Guie-
bacana, Guie-bichi, Trompeta, Hierba de San Nicolas, Hoja de bano, Ichcuetl,
Mixtontze, Ixontli, Lipa-gundoflei, Mazorca, Mifiona, Nixtamalxochitl, Caballito, San
Pedro, Tulasuchil y X-cantul (sitio electrénico CONABIO, 2009).

1.3.2 Distribucion.

T. stans es una planta endémica de América, siendo originaria de Mexico.
Actualmente, esta planta se extiende tanto al sur de Estados Unidos
(localizandose en los estados de Texas, Florida y Arizona) como hasta el norte de
Venezuela y Argentina, pasando por Centroamérica y a lo largo de los Andes. De
igual manera, T. stans también se distribuye en las Antillas (Fig. 1.2) (sitio
electrénico CONABIO, 2009).



Figura 1.2. Distribucion de Tecoma stans en América (Informacion de CONABIO, 2009. Dibujo de Marco

Antonio Carballo Ontiveros).

En México, T. stans se encuentra ampliamente distribuida en practicamente toda
la Republica y puede ser encontrada en areas alteradas, orillas de carreteras,
faldas de serranias, barrancas y sitios pedregosos. De igual manera, T. stans
también es cultivada ya que tiene distintos usos como: aromatizante, combustible,
material de construccion (su madera), forraje (de ganado bovino y caprino),
insecticida (contra el gusano cogollero del maiz), y para articulos torneados y de
carpinteria; aunque su uso mas sobresaliente es el medicinal (para tratar la
diabetes y enfermedades hepaticas, urinarias, respiratorias, ginecoldgicas,
cardiacas, gastrointestinales y epidérmicas) (sitio electronico CONABIO, 2009).
Cabe senalar que el uso medicinal de T. stans es a partir de la preparaciéon de sus
hojas y flores a manera de infusién y emplearlas como agua de uso (Andrade-
Cetto y Heinrich, 2005; Andrade-Cetto et al., 2006).



1.3.3 Compuestos activos.

De acuerdo ala CONABIO (20 09), se h anrep ortado h asta la fecha5 6
componentes quimicos en T. stans.S ine mbargo,e | (0 los) compuesto(s)
responsable(s) d el efecto h ipoglucémico de e sta p lantan o se h a(n) podido
determinar con exactitud puesto que se han realizado estudios con algunos, entre
elloscu atroa Icaloides: Tecomina, T ecostanina, 5 [i-Hidroxiskitantina
(anteriormente conocida como Base C) y Boschniakina (Fig. 1.3) (Costantino et al.,
2003 a, b); sin obtener un resultado positivo. Actualmente, Aguilar-Santamaria y
colaboradores (2009) pr oponen q ue | os responsables de tal efectoso nl os
compuestos fendlicos, en particular el acido clorogénico, presente en T. stans (Fig.
1.3).

Figura 1.3. Compuestos qu imicos de T. stans: Tecomina, Tecostanina, 5[i-Hidroxiskitantina, B oschniakina
(modificados de Costantino et al., 2003 b), y acido clorogénico (tomado de ITM Online, 2009).



1.3.4 Toxicidad.

Estudios realizados con modelos bioldgicos in vivo muestran que los extractos
acuosos de T. stans no son toxicos tanto en perros (Loyoza-Meckes y Mellado-
Campos, 1985) y conejos normales (Roman-Ramos et al., 1991) como en ratas
normales y diabéticas inducidas con estreptozotocina (Aguilar-Santamaria et al.,
2009).
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Il. INTRODUCCION

2.1Toxicologia.

Se define como el estudio de agentes fisicos, quimicos o biolégicos que se
caracterizan por producir un efecto nocivo cuando entran a un sistema bioldgico,
dafando sus tejidos, 6rganos y procesos (Kamrin, 1990; Manahan, 2003;
Rodriguez-Arnaiz, 2003 a). En el caso particular de los agentes quimicos, los
compuestos foraneos que entran a un organismo reciben el nombre de
xenobidticos y se caracterizan por no ser utilizables en los ciclos generadores de

energia ni en las reacciones de sintesis (Vega, 1985).
2.1.1 Etapas de interaccion de un xenobidtico.

De acuerdo a Vega (1985), las diferentes etapas de interaccion que presenta un

xenobidtico al entrar en un organismo son:

Exposicion: Es cuando un organismo se encuentra en contacto con un

xenobidtico, en diferentes medios: aire, agua y alimentos, entre otros.

- Absorcidn: Ingreso del xenobidtico al organismo a través de diversas vias:
(i) respiratoria (inhalacién), (ii) tegumentaria (absorcion por la piel y
mucosas) y (iii) gastrointestinal (ingestion). Posteriormente, el xenobidtico

pasa a la circulacion sistémica (sangre).

- Distribucion: El xenobibtico se distribuye a los tejidos del organismo en
donde, dependiendo de las caracteristicas tanto del xenobidtico como del

tejido, es absorbida, metabolizada y retenida y/o eliminada.

- Eliminacién: El organismo tiende a excretar el xenobibtico a través de: las

vias urinarias, el intestino y por conjugacion enzimatica.

11



- Acumulacién: Dependiendo de las caracteristicas fisco-quimicas del
xenobidtico, éste puede interaccionar con las macromoléculas de las

células, fijarse en los tejidos y acumularse en estos ultimos.

En la Figura 2.1 se ejemplifica el paso de sustancias a través de las etapas de

interaccion de un xenobidtico previamente mencionadas.

AIRE — INHALACION

ESFIRADO

| omma

INGESTION HECES
ORGANO

COMIDA | | ABSORCION

GCUTANEA AIRE

OTROS

-  OTROS L | oTrROS

UL

FELLE

EXPOSICION ABSORCION DISTRIBUCION EXCRECION
Y
METABOLISMO

Figura 2.1. Representacién esquematica de las etapas de interaccion entre una sustancia xenobidtica y un

organismo animal (tomado de Vega, 1985).

2.1.2 Metabolismo.

Cuando un xenobidtico pasa por la etapa de absorcién, éste entra en contacto con
las células del organismo. Como respuesta a esta interaccion, las células hacen
uso de las enzimas de las que estan provistas (que normalmente emplean en
diferentes rutas metabdlicas) (Rodriguez-Arnaiz, 2003 a) para hacer frente al
xenobidtico metabolizandolo (Vega, 1985). A este proceso se le denomina

biotransformacion.

Por lo general, la biotransformacién de un xenobiotico resulta en una forma
menos activa del mismo y mas hidrosoluble para su excrecion (biodegradacion).
Sin embargo, pueden suceder que la biotransformacién genere una forma mas
activa del xenobidtico (bioactivacion), la cual es capaz de producir dafio a los
tejidos, despertar reacciones inmunoldgicas e interactuar con el material genético
(DNA) (Fig. 2.2) (Rodriguez-Arnaiz, 2003 a).
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AGENTE XENOBIOTICO

Biotransformacion

Biodegradacion Bioactivacion
Eliminacion Otras macromoléculas
celulares

Figura 2.2. Esquema de la biotransformacién metabdlica (tomado de Rodriguez-Arnaiz, 2003 a).

Para que un xenobidtico sea biontransformado es importante que éste pase
por dos fases. La fase | o Fase Presintética corresponde a las reacciones de
hidrdlisis, reduccion y oxidacion que experimenta un xenobidtico como un primer
intento para hacerlo mas hidrosoluble y, asi, ser excretado de un organismo (en
esta fase intervienen principalmente el sistema enzimatico de los citocromos
P450). De lo contrario, éste (ya como metabolito) pasa a la fase Il o Fase
Sintética, donde experimenta reacciones de conjugacion con compuestos como:
acido glucorénico (formando glucorénidos), péptidos, sulfatos, y otros; que
terminan transformandolo en un conjugado (estable e hidrosoluble) para excretarlo
definitivamente (en esta fase intervienen diversas enzimas como las glutation

transferasas) (Vega, 1985; Rodriguez-Arnaiz, 2004).

Las enzimas que participan en las reacciones de las fases de biotransformacion
se localizan en el citoesqueleto, en el citosol, reticulo endoplasmatico liso y en las
mitocondrias de las células. En el caso particular de los mamiferos, la
biotransformacién tiene lugar principalmente en el higado, aunque también se ha
demostrado la actividad de enzimas de biotransformacion en los pulmones,
rinones, intestinos, nodulos linfaticos, piel, médula 6sea, cerebro, glandulas

mamarias, ovarios y testiculos (Vega, 1985; Rodriguez-Arnaiz, 2003 a).
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2.1.3 Citocromos P450

Conocidas también como enzimas de funcion mixta, monoxigenasas polisustrato,
oxidasas microsomales y proteinas hemotiolato (Rodriguez-Arnaiz, 2004); los
citocromos P450 pertenecen a una super-familia de isoenzimas (Vega, 1985).
Estas moléculas reciben su nombre por haber sido detectadas junto al pigmento
citocromo bs (P) en muestras de microsomas de higado, en bandas de absorcién

de 450nm en el espectro de Soret (Rodriguez-Arnaiz, 2004).

Aunque estructuralmente, los citocromos P450 se componen de una parte
proteica (apoproteina) y un grupo hemo prostético (Fig. 2.3), lo que los distingue
es su gran variedad de parametros cinéticos y propiedades de regulacion, ya que
les confiere la posibilidad de reaccionar con una gran variedad de sustratos (los
cuales exceden en numero los 200,000), entre los que destacan los agentes
terapéuticos y los xenobidticos (Coon et al., 1996; Rodriguez-Arnaiz, 2004). La
interaccién con este tipo de compuestos consiste en su biotransformacion en
formas hidrosolubles para ser excretadas con mayor facilidad. Esto lo logran los
citocromos P450 al insertar un atomo de oxigeno molecular al sustrato con el que
se encuentra interactuando (mientras el segundo atomo de oxigeno se reduce con

la formacién concomitante de agua) (Rodriguez-Arnaiz, 2004).
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Figura 2.3. Estructura de los citocromos P450 (tomado y modificado de Division of Structural Biology / Life

Science Research Center, 2009).

Dada la variedad de isoenzimas que integran a la super-familia de citocromos
P450 es necesaria su identificacién a partir de una nomenclatura. Esta consiste en
el prefijo “CYP” seguido de un numero arabigo que designa a la familia, luego una
letra que senala la subfamilia y, por ultimo, un segundo numero que denota un gen
individual. Para distinguir la nomenclatura de los genes de los citocromos P450 y
de las enzimas, la primera se escribe en cursivas mientras que la segunda se
escribe en mayusculas (Tijet et al., 2001; Rodriguez-Arnaiz, 2004). De esta
manera es posible identificar las familias de citocromos P450, las que pueden
resultar distintivas para ciertos organismos, como las CYP6 que son exclusivas de
los insectos; o bien, las que son compartidas entre distintos grupos, como las
CYP4 que estan presentes tanto en los insectos como en los vertebrados (Tijet et
al., 2001; Rodriguez-Arnaiz, 2004).

Los citocromos P450 se localizan en las membranas del reticulo endoplasmatico
liso y de las mitocondrias. Al nivel del organismo, su actividad se ha observado en
practicamente todos los tejidos; aunque existen 6rganos en donde la actividad de
estas isoenzimas es mas marcada. Por ejemplo, en el caso de los vertebrados se
ha constatado que la actividad de los citocromos P450 son mas elevadas en el

higado, pulmon, rifidn, ovarios, testiculos, glandulas suprarrenales y placenta;
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mientras que en los insectos dicha actividad es evidente en los cuerpos grasos
pericuticulares, en el intestino medio y en los tubos de Malpigio (Rodriguez-Arnaiz,
2004).

2.2 Toxicologia genética.

Para comprender los mecanismos celulares y moleculares que subyacen a un
evento toxicologico al nivel de un organismo, la toxicologia se divide en varias
subespecialidades (Brusick, 1987). Una de ellas es la toxicologia genética, la cual
se define como la disciplina que trata del estudio y caracterizacién de agentes
fisicos y quimicos que interactian con el DNA de los organismos (compuestos
genotéxicos), produciendo efectos hereditarios desde deletéreos hasta letales
(Casciano, 1991; Rodriguez-Arnaiz, 2003 a).

2.2.1 Alteraciones al material genético

Desde 1901 se sabe que el concepto de mutacion, propuesto por Hugo de Vries
(Rodriguez-Arnaiz, 2003 a, Tamarin, 2004), hace referencia al cambio o alteracién
que sufre la informacion hereditaria (DNA, gen o cromosoma) (Levine, 1974;
Barahona y Pinero, 2002; Tamarin, 2004). Dicho cambio puede ser producto del
azar (Barahona y Pifiero, 2002), o bien, por la accion de agentes fisicos
(radiaciones ionizantes) y quimicos (gas mostaza) como lo demostraron Herman
Mdaller (1927) y Charlotte Auerbach (1942), respectivamente (Rodriguez-Arnaiz,
2003 a).

Las mutaciones se clasifican de acuerdo al nivel en el que se presenta la

alteracion en el material genético, en:

- Microlesiones: cuando las mutaciones se presentan a nivel molecular con

alteraciones en la secuencia del DNA (como sustitucién o adicion/delecion
de pares de bases). También son conocidas como mutaciones puntuales o

mutaciones de un solo gen (Brusick, 1987; Casciano, 1991).
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- Macrolesiones: cuando las mutaciones implican cambios estructurales

(ruptura, delecidn, rearreglos) o numéricos (aneuplodias y poliploidias) al
nivel de los cromosomas. También son conocidas como mutaciones de
locus mudltiples o aberraciones cromosémicas (Brusick, 1987; Casciano,
1991).

2.2.2 Consecuencias de las mutaciones

Dependiendo del tipo de célula donde se produzca una mutacion por accion de un
compuesto genotdxico, las consecuencias de dicho evento cambiaran
notablemente de un individuo a una poblacién (Rodriguez-Arnaiz, 2003 a). Si la
mutacién se presenta en las células germinales de un organismo, ésta puede
provocar la esterilidad del individuo o, si se fija, alteraciones genéticas que se
transmiten a otras generaciones (mutagénesis). En cambio, si la mutacién se
presenta en células somaticas se pueden tener dos situaciones: 1) donde se altera
la maquinaria celular, ocasionando enfermedades o la aparicion de canceres
(carcinogénesis), o 2) defectos en el nacimiento si las células afectadas
pertenecen a un embrién en desarrollo (teratogénesis) (Fig. 2.4) (Brusick, 1987;
Rodriguez-Arnaiz, 2003 a).

Figura 2.4. Consecuencias de las mutaciones en las células de un organismo (tomado y modificado de
Rodriguez-Arnaiz, 2003 a).
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La preocupacion sobre la exposicion del hombre a compuestos genotdxicos v,
sobre todo, a las consecuencias que estos traen consigo fue lo que impulso al
genetista Joshua Lederberg, en 1962, a realizar estudios genéticos para valorar si
una variedad de sustancias quimicas representaban o no un riesgo para las
células humanas. Gracias a estos estudios y a las propuestas hechas por
Lederberg, la realizacion de pruebas toxicoldgicas se convirtidé en una medida de
proteccion necesaria para las industrias antes de producir y vender un producto al
publico (Rodriguez-Arnaiz, 2003 a). Cabe sefalar que el éxito de dicha medida
radica de igual manera en el uso de modelos animales de los que se cree que
exhiben una respuesta téxica similar a la de los seres humanos, bajo condiciones
de exposicidn relevantes para estos ultimos (Brusick, 1987). Un ejemplo de estos

modelos animales es precisamente Drosophila melanogaster.

2.3 Drosophila melanogaster

Desde los trabajos realizados por el investigador estadounidense Thomas Hunt
Morgan en 1909, Drosophila melanogaster ha sido reconocida como un modelo
idéneo para el estudio de un gran numero de aspectos bioldgicos. Su importancia
radica en que se conoce ampliamente su genética y genoma, su posicion
filogenética en un marco evolutivo amplio, por las ventajas que ofrece su
mantenimiento en el laboratorio (como su tamafio, su ciclo de vida corto, el
espacio donde puede ser cultivada, y el numero de descendientes que se pueden
obtener en poco tiempo) (Rodriguez-Arnaiz, 2003 b), y por la versatilidad que
representa el contar con un gran numero de cepas mutantes lo que ha permitido la
elaboracién de un gran numero de ensayos que han desvelado fenomenos tales
como la determinacion de la herencia ligada al sexo y la identificacion de
actividades metabdlicas diversas que son capaces de activar promutagenos y
procancerigenos (Graf et al., 1984, Dunkov et al., 1996); o bien, otras alteraciones
de tipo metabdlico, ya que sus funciones son similares a la de los humanos
(Rodriguez-Arnaiz, 2003 b).
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Para la toxicologia genética, D. melanogaster ha constituido un modelo idéneo
para evaluar el efecto de multiples compuestos xenobibticos. Esto se debe a que
este organismo cuenta con cerca de 4,000 genes que producen un efecto
fenotipico (Lindsley y Zimm, 1992), los cuales pueden servir de marcadores para
realizar analisis cualitativos y cuantitativos al detectar su pérdida o aparicion por
efecto de mutaciones, deleciones o recombinaciones mitdticas resultantes de la
exposicion de un xenobidtico. Los ensayos mas utilizados para realizar este tipo

de pruebas son:

1) El ensayo de mutaciones letales recesivas ligadas al sexo (SLRLT),

2) La prueba de no disyuncion y pérdida de cromosomas sexuales (SCLT), y

3) Los ensayos de mutacion somatica y recombinacién mitotica, en sus
modalidades de ojo y ala (SMART) (Rodriguez-Arnaiz, 2003 b).

2.3.1 Descripcion.

Al ser un insecto, D. melanogaster se caracteriza por presentar tres tagmas, que
son: cabeza, torax y abdomen; los cuales estan cubiertos por un exoesqueleto.
Asimismo presenta un par de antenas, tres pares de patas y un solo par de alas
funcionales, ya que su segundo par se ha transformado en 6rganos de equilibrio,
que reciben el nombre de halterios o balancines. Sus alas son distintivas puesto
que cuentan con cerdas y venas. Ademas en esta especie es evidente la
existencia de dos interrupciones en la vena costal (Fig. 2.5) (Meigen, 1830). Su
tamano adulto es aproximadamente de 3mm (Ruiz-Esparza, 2006) y presenta

dimorfismo sexual (Demerec y Kaufmann, 1962).
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Figura 2.5. Morfologia de Drosophila melanogaster (tomado de Demerec y Kaufmann, 1962).



2.3.2 Taxonomia.
La clasificacion de D. melanogaster es la siguiente:

Reino: Animalia
Phylum: Arthropoda
Subphylum: Hexapoda
Clase: Insecta
Subclase: Pterygota
Orden: Dipthera
Familia: Drosophilidae
Género: Drosophila

Especie: Drosophila melanogaster (Meigen, 1830)

D. melanogaster es conocida bajo el nombre comun de “la mosca de la fruta”,

aunque también lo es como “la mosca del vinagre” (Rodriguez-Arnaiz et al., 2005).
2.3.3 Ciclo de vida.

Al ser D. melanogaster un organismo holometabolo, éste pasa por todos los
estadios de metamorfosis de un insecto, los cuales consisten en: huevo, larva,
pupa y adulto o imago (Rodriguez-Arnaiz et al., 2005). La vida de una nueva
mosca inicia con la oviposicion de un huevo (~0.5mm de longitud y de color blanco
lechoso) por parte de una hembra para convertirse en una larva, 24h después. La
larva se caracteriza por sufrir dos mudas (en un intervalo de 48h), por lo que este
periodo en el ciclo de vida consta de tres estadios (L1, L2 y L3). Después de 48h
en la L3 (donde el organismo mide ~4.5mm), se da paso a la pupa, en el cual D.
melanogaster invierte 120h para, finalmente, transformarse en un adulto o imago
(Fig. 2.6). En resumen, la duracion del ciclo se estima en 10 dias cuando D.
melanogaster se encuentra a 25°C. Sin embargo, dependiendo de la temperatura

este ciclo puede variar (Demerec y Kaufmann, 1962; Ashburner, 1989).
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Figura 2.6. Ciclo de vida de Drosophila melanogaster (tomado de Rodriguez-Arnaiz, 2005).

Cabe senalar que dentro del estadio larvario es posible observar la existencia de
dos estirpes celulares: una que corresponde al tejido larvario y otra que esta
integrada por las células de los discos imaginales. Estas Ultimas se distinguen por
su tamafio pequefno y apariencia indiferenciada, y por su proliferacién a un ritmo
diferente al de las células larvarias a través del desarrollo; ademas es a partir de
ellas de donde se originaran estructuras tales como ojos, patas, alas y otras que
forman parte de los adultos de las moscas (Fig. 2.7) (Shearn y Garen, 1974;
Russell, 1992).
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Figura 2.7. Discos imaginales y estructuras a las que dan origen en el adulto (Rodriguez-Arnaiz et al., 2005).

2.4 Ensayo SMART

El ensayo de mutaciéon y recombinacion somatica (SMART, por sus siglas en
inglés) consiste en la exposicion de larvas (discos imaginales) de una generacion
de moscas a un xenobidtico. Esto se realiza con el objetivo de determinar si dicho
compuesto es capaz de interactuar con el material genético de las moscas,
alterando, de esta manera, su genotipo mediante los siguientes eventos: mutacion
puntual, delecion, no disyuncion, aneuploidias y recombinaciones mitoticas. El
resultado de dichas alternaciones se manifiesta fenotipicamente en el cuerpo de
las moscas adultas con la presencia de clones o células afectadas, las cuales se
pueden detectar mediante el uso de marcadores genéticos (Graf et al., 1984;
Rodriguez-Arnaiz, 2003 b).
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SMART cuenta con dos modalidades: ojo y ala, dependiendo del que se elija se
hace uso de distintos marcadores para su realizacion. En el caso de SMART / ala,
los marcadores a utilizar son flr* y mwh; los cuales se expresan al nivel de los

tricomas del ala de D. melanogaster (Fig. 2.9) (Graf et al., 1984).

Figura 2.9. Micrografias electrénicas de: a) tricomas normales del ala de la mosca, b) tricomas con el fenotipo

fir, y ¢) tricomas con el fenotipo mwh (Donadas al Laboratorio de Genética por el Dr. U. Graf, 1992).

La Figura 2.10 muestra los eventos genéticos a partir de los cuales se pueden

expresar los marcadores utilizados en este ensayo.
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Figura 2.10. Eventos genéticos que contempla el ensayo de mutaciéon y recombinacion somatica (SMART)
(tomado y modificado de Graf et al., 1984).
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Figura 2.10. Continuacién de los eventos genéticos que contempla el ensayo de mutaciéon y recombinacién
somatica (SMART) (tomado y modificado de Graf et al., 1984).
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A diferencia de otros ensayos para evaluar el potencial genotoxico de un
compuesto, SMART / ala cuenta con la posibilidad de: 1) hacer estudios donde se
puede vincular la actividad recombinogénica de un compuesto con su
carcinogenicidad, 2) realizar preparaciones permanentes de alas con las que se
puede hacer la verificacidon y reconsideracion de un estudio en cualquier momento,
3) almacenar las moscas de un estudio en alcohol al 70% para después realizar el
montaje de alas, y 4) realizar el estudio de 25,000 células por ala (Graf et al.,
1984). En resumen, esto hace de SMART / ala un ensayo sensible, rapido,
confiable y de bajo costo con el que se puede realizar el estudio de un gran
numero de compuestos quimicos y mezclas complejas (Graf et al., 1984, 1989;
Graf y van Schaik, 1992; Rodriguez-Arnaiz et al., 1996).
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ILJUSTIFICACION

La D.M. es el trastorno endocrino mas comun en el mundo y de acuerdo a la OMS
(2009 b) es la 12° causa de muerte por enfermedad a nivel mundial. Asimismo se
estima que para el afno 2030 el numero de personas que padecen este mal
ascendera al punto de colocarla en la 7° posicién. En este aspecto, México
registrara un aumento en su poblacion de aproximadamente 6 millones de
pacientes para el 2030 (Andrade-Cetto et al., 2006), ademas de que la D.M. se ha
colocado como la principal causa de muerte en el pais (sitio electrénico SINAIS,
2009).

Esto deja en claro que el tratamiento de la D.M. en México es un tema de
relevancia y mas por la existencia de personas, que al carecer de recursos para
atenderse en centros de salud certificados, retoman el uso de tratamientos
tradicionales a base de extractos de plantas mexicanas para combatirla (Andrade-
Cetto y Heinrich, 2005). Es por ello que son de importancia estudios relativos a la
exposicion de los extractos de dichas plantas, como lo es en el caso de Tecoma

stans.

Una forma de realizar dichos estudios es a partir del ensayo SMART / ala, el
cual permite evaluar el potencial genotoxico de xenobidticos haciendo uso del

organismo modelo Drosophila melanogaster (Graf et al., 1984).
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IV. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General.

» Determinar si cuatro extractos de Tecoma stans, de diferente polaridad,
presentan un efecto genotéxico en el ensayo SMART/ala de Drosophila

melanogaster.

4.2 Objetivos Particulares.

» Determinar si los extractos de T. stans requieren metabolizarse para inducir

dafo genético en las células somaticas de Drosophila melanogaster.

» Determinar si existe una correlacién entre la frecuencia de manchas y las

concentraciones utilizadas.

» Determinar si existe una diferencia estadisticamente significativa entre las

series tratadas y sus respectivos controles.

» Aportar evidencia sobre la genotoxicidad de Tecoma stans para futuros

estudios.
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V. HIPOTESIS

Ho: Los extractos de Tecoma stans no presentan un efecto genotéxico, dado que
la frecuencia de manchas entre las series tratadas y sus respectivos controles no
es estadisticamente significativa.

Ha: Los extractos de Tecoma stans presentan un efecto genotéxico, lo que implica
que la frecuencia de manchas en las series tratadas es estadisticamente
significativa con respecto a los controles.
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1 Muestra de Tecoma stans.

La muestra utilizada procede del mercado local de Tuxtla Gutiérrez, Chiapas.

6.2 Extractos.

Para evaluar el potencial genotoxico de T. stans se emplearon cuatro extractos de
esta planta, los cuales se realizaron con: hexano, acetato de etilo, metanol e
infusion. Estos se obtuvieron por dos diferentes métodos (ver Informacion técnica,
ANEXO).

6.3. Cepas utilizadas.
Se utilizaron dos cepas de Drosophila melanogaster, éstas son:

- fIr® (“flare”), y

- mwh e (“multiple wing hairs” y “ebony”)

La cepa flr® se caracteriza por ser genotipicamente heterocigota (fir* / TM3, Bd®).
Esto se debe a que la mutacién flr® (localizacion: 3-38.8), que se expresa a nivel de
los tricomas del ala de D. melanogaster en forma de “flamas”, es letal en condicién
homocigota. Por esta razon se emplea el balanceador TM3, ya que permite la
viabilidad en este tipo de individuos al presentar multiples inversiones que impiden
la recombinacién con su cromosoma homdlogo. Ademas, dicho balanceador
cuenta con el marcador Bd®, el cual se expresa fenotipicamente como alas con
borde aserrado, lo cual posibilita seleccionar a las moscas que presentan al TM3
(Lindsley y Zimm, 1992).
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Por otro lado, la cepa mwh e se caracteriza por ser genotipicamente homocigota
para las dos mutaciones. La mutacion mwh (localizacion: 3-0.3) es recesiva y se
expresa como mas de un tricoma por célula del ala de la mosca (generalmente
tres tricomas). De igual forma, el marcador e (localizacion: 3-70.7) es una
mutacion recesiva y se distingue por conferirle un color negro brillante al cuerpo de

la mosca (Lindsley y Zimm, 1992).

6.4 Cruza estandar.

Las larvas que se emplearon para los tratamientos son de la primera generacién
filial (F{) de una cruza realizada entre hembras virgenes flr* / TM3, Bd® con
machos mwh e / mwh e. A esta cruza se le denomina estandar (ST) porque los

individuos manejados no sobreexpresan las enzimas CYP450.

6.5 Protocolo SMART.

El protocolo que se siguiod es el establecido por Graf y sus colaboradores (1984),
siendo la unica variante en éste el manejo de la cepa mwh e en machos para
realizar la cruza ST. La F{ que se obtuvo de dicha cruza fue a partir de la
sincronizacion de ésta ultima, en frascos con medio de cultivo y con levadura
fresca (ver Informacién técnica, ANEXO), por un intervalo de 6h. Transcurrido este
tiempo se retiraron los progenitores y se permitié el desarrollo de la F¢ en larvas
transheterocigotas con una edad de 72 £ 3h. Las larvas se recolectaron de los
frascos con una solucidon de sacarosa al 20% y una malla. Posteriormente, éstas
se lavaron con agua de la llave para ser sometidas al tratamiento con los

extractos.
6.5.1 Tratamiento de las larvas.

Las larvas recolectadas se colocaron en viales de polipropileno (ver Informacion
técnica, ANEXO) para ser tratadas con los extractos de T. stans de forma cronica.

Por cada extracto se emplearon cantidades que corresponden al 0.1, 1y 10% de
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la mezcla utilizada para hidratar 1g de medio instantaneo para Drosophila
(Carolina Biological Supply Company; Burlington, NC. Producto #173200) (ver
Informacion técnica, ANEXO). Asimismo se utilizé un control por cada extracto, el
cual fue preparado con su disolvente correspondiente (ver Informacién técnica,
ANEXO).

Por cada tratamiento se realizd una réplica y se permiti6 que las larvas
alcanzaran el estadio adulto para después proceder con su inmediata fijacion

utilizando etanol al 70%.
6.5.2 Montaje de las alas.

Se separaron los adultos fijados de acuerdo a los siguientes fenotipos: 1) moscas
con alas silvestres (mwh e + / + flr’) y 2) moscas con alas aserradas (mwh e + /
TM3, Bd®). Esto se hizo para emplear sélo a las moscas con alas silvestres, ya
que en ellas tienen lugar todos los eventos genéticos por los que se pueden
expresar flr’, mwh o ambos; ya que las moscas con alas aserradas son
reservadas para determinar con exactitud si los procesos recombinogénicos son
los responsables de un efecto genotdxico puesto que en ellas se elimina todo
proceso de recombinacién al portar el balanceador TM3 (Graf et al., 1989;

Rodriguez-Arnaiz et al., 1996).

Las alas de las moscas silvestres se separaron del cuerpo con ayuda de unas
pinzas de relojero y se fijaron a un portaobjetos con solucién Fauré (ver
Informacién técnica, ANEXQO). En cada portaobjetos se colocaron las alas de 10
hembras y 10 machos, en cuatro hileras como se indica en la Figura 6.1 (Graf et
al., 1984).
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Figura 6.1. Orden de alas por preparacién (Dibujo de Marco Antonio Carballo Ontiveros).

6.5.3 Andlisis de las preparaciones

Las preparaciones se observaron a un aumento de 400X en un microscopio optico
y su analisis se hizo en las siete regiones distales en las que se divide el ala de D.
melanogaster (Garcia-Bellido y Merriam, 1971). El sentido en el que se realiza el

analisis es como se muestra en la Figura 6.2.

Figura 6.2. Regiones del ala de Drosophila melanogaster. Las flechas indican el sentido en el que se analiza

un ala (Dibujo de Marco Antonio Carballo Ontiveros).

El analisis del ala consiste en la identificacion de manchas por tipo. Esto se hace
con ayuda de los marcadores flr* y mwh. Las manchas pueden ser: simples,
cuando se expresa un solo marcador; o gemelas, cuando estan presentes los dos

marcadores (Fig. 6.3.). Asimismo, las manchas simples se clasifican por su
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tamafio, es decir, por el nimero de células afectadas. Estas pueden ser: simples
pequenas, cuando solo presentan 1 6 2 células afectadas; y simples g randes,

cuando hay 3 o mas células afectadas (Graf et al., 1984).

(a) Mancha sencilla mwh (b) Mancha sencilla flr® (c) Mancha gemela

Figura 6.3. Tipos de manchas presentes en el ala de Drosophila melanogaster. Fotos de manchas sencillas
de (a) mwh y (b) fir’ encontradas en el ensayo SMART con T. stans. (c) Foto mancha gemela por cortesia de
la Dra. América Nitxin Castafieda Sortibran (Laboratorio de Genética de la Facultad de Ciencias, UNAM).

El registro de manchas se hace considerando la region del ala en la que éstas
se presentan, ademas del numero de células afectadas dependiendo de su tipo.
Asimismo se consideran como dos manchas independientes a aquellas que se

encuentran separadas por tres hileras de tricomas normales (Graf et al., 1984).

6.6 Analisis estadistico.

El analisis estadistico se realizé con el programa d e co mputo SMART, el cu al
consiste en una prueba no paramétrica de %, con un nivel de significancia del 5%
(Frei y Wargler, 1988, 1995). Esto se hace con el propésito de determinar si un
compuesto es 0 no genotdxico al comparar la frecuencia de manchas entre las
series tratadas y sus respectivos controles concurrentes al plantear dos hipétesis,

que son: la Hipotesis nula (Hp) y la Hipdtesis alternativa (Ha).

Ho plantea que la frecuencia de manchas en las series tratadas es igual a la de
sus controles, mientras que Ha plantea lo contrario, es decir, que si existe una

diferencia en la frecuencia de manchas. Cabe se fialar que la magnitud en que
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cambia la frecuencia de manchas de las series con respecto a los controles se

define como el factor de multiplicacion “m” (Frei y Wurgler, 1988).

Dependiendo de la comparacion de la frecuencia de manchas se pueden
alcanzar estadisticamente cuatro posibles resultados como lo muestra la Tabla
6.1.

Tabla 6.1. Resultados estadisticos al someter a prueba dos hipétesis: Hy, Hipbtesis nula; y Ha,
Hipotesis alternativa (Modificado de Frei y Wiirgler, 1988).

Hipotesis Ha
Aceptada Rechazada
Ho
Aceptada Inconcluyente (i) Negativo (-)
Rechazada Positivo (+) Débil positivo (d+)

Esto quiere decir que cuando Hy es aceptada sobre Ha, se determina que el
compuesto probado no es genotéxico y se concluye que el resulto es negativo (-);
mientras que si Ha es aceptada sobre Hy, se determina que el compuesto probado
si es genotoxico y se concluye que el resultado es positivo (+). No obstante, como
lo exponen Frei y Wargler (1988), también existen otro dos resultados: uno donde
Ho y Ha son aceptadas, a lo que se le denomina como resultado inconcluyente (i)
ya que no se pueden considerar al mismo tiempo dos hipotesis que son
excluyentes; vy, finalmente, otro donde Hy y Ha son rechazadas, a lo que se le
denomina como débil positivo (d+). Este resultado indica que el compuesto es un
poco genotdxico aunque la frecuencia de manchas de los tratamientos es mas

baja que m veces la frecuencia de los controles.
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VII. RESULTADOS

7.1 Frecuencia de manchas.

Los resultados obtenidos son producto de la realizacién del ensayo SMART (en
ala) en moscas transheterocigotas procedentes de una cruza ST. Estos individuos
fueron sometidos a tratamientos con cuatro extractos de T. stans (hexano, acetato
de etilo, metanol e infusion) en concentraciones del 0.1, 1 y 10%. Por cada

tratamiento se realizé un control, correspondiente al disolvente utilizado.

La Tabla 1 muestra los resultados de la frecuencia y el tamafio promedio de las
manchas de los cuatro extractos utilizados. EI numero total de manchas registrado
indica que no hay una diferencia estadisticamente significativa en los tratamientos
aplicados, puesto que los resultados son negativos. Esto indica que los extractos
de T. stans no presentan un efecto genotéxico. No obstante, el analisis realizado
para el tamafo de manchas presenta tres resultados inconcluyentes, los cuales
son: 1) manchas pequefias con el extracto de acetato de etilo al 0.1%, 2) manchas
grandes con el extracto de hexano al 10%, y 3) manchas grandes con el extracto

de la infusién al 0.1%.

Graficamente se aprecia que la frecuencia de manchas para el extracto de
hexano (Gréafica 1) y acetato de etilo (Grafica 2) resulta en una relacion inversa,
mientras que para el extracto de metanol (Grafica 3) e infusion (Grafica 4) la

relacion es asintotica.
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Tabla 1. Frecuencia y numero de manchas por moscas obtenidas al tratar de forma crénica larvas de 72 * 3h de edad de
Drosophila melanogaster con diversos extractos de Tecoma stans.

Tratamientos / Frecuencia de manchas por mosca (numero de Media Frecuencia de la
Concentracion Numero manchas). Diagnéstico estadistico” Manchas por formacién de clones x10°°
(%) de Manchas Manchas  Manchas Totalde conclon  ciclos  Observada  Corregida
moscas pequefias grandes gemelas  manchas mwh de
(1-2 células) (2 células)  m=5.0 m=2.0 division
m=2.0 m=5.0 celular
Hexano
Control 60 0.67 (40) 0.03 (2) 0.00 (0) 0.7 (42) 42 1.40 1.4
0.1 60 0.58 (35)- 0.05 (3)- 0.00 (0)  0.63 (38)- 38 1.47 1.3 -0.1
1 60 0.65 (39)- 0.03 (2)- 0.00 (0) 0.68 (41)- 41 1.39 14 0.0
10 60 0.4 (24)- 0.13 (8)i 0.00 (0) 0.53 (32)- 32 1.97 1.1 -0.3
Acetato de etilo
Control 60 0.45 (27) 0.1 (6) 0.00 (0) 0.55 (33) 33 1.82 1.1
0.1 59 0.59 (35)i 0.07 (4)- 0.00 (0)  0.66 (39)- 38" 1.58 1.3 0.2
1 60 0.45 (27)- 0.02 (1)- 0.00 (0)  0.47 (28)- 28 1.57 1.0 -0.2
10 60 0.32 (19)- 0.05 (3)- 0.00 (0)  0.37 (22)- 22 1.59 0.8 -0.4
Metanol
Control 60 0.65 (39) 0.05 (3) 0.00 (0) 0.7 (42) 42 1.43 1.4
0.1 60 0.65 (39)- 0.07 (4)- 0.00 (0)  0.72 (43)- 43 1.56 1.5 0.0
1 60 0.37 (22)- 0.00 (0)- 0.00 (0) 0.37 (22)- 22 1.23 0.8 -0.7
10 60 0.67 (40)- 0.02 (1)- 0.00 (0) 0.68 (41)- 41 1.44 14 0.0
Infusion
Control 60 0.65 (39) 0.05 (3) 0.00 (0) 0.7 (42) 42 1.55 14
0.1 60 0.48 (29)- 0.08 (5)i 0.00 (0)  0.57 (34)- 34 1.50 1.2 -0.3
1 60 0.48 (29)- 0.05 (3)- 0.00 (0)  0.53 (32)- 32 1.75 1.1 -0.3
10 59 0.8 (47)- 0.03 (2)- 0.00 (0)  0.83 (49)- 49 1.45 1.7 0.3

Q Diagnostico estadistico de acuerdo a Frei y Wiirgler (1988, 1995): (+) positivo, (-) negativo, (i) inconcluyente, (d+) débil positivo.
T El total de manchas registradas para este tratamiento es de 39, pero una de ellas corresponde a una mancha sencilla fir’. Por lo tanto, se resta
una al total.
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Grafical. Frecuenciade manchas totales inducidas por el extracto de hexano de
Tecoma stansenlarvas de72 t3h de edad de Drosophila melanogaster.
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Grafica2. Frecuenciade manchas totales inducidas por el extracto de acetato de etilo
de Tecoma stansenlarvas de 72 t 3h de edad de Drosophila melanogaster,
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Grafica3. Frecuencia de manchas totales inducidas por el extracto de metanol de
Tecoma stansen larvas de 72 +3h de edad de Drozophila melanogaster.

41



60

40

Man: has Totales

20

Control 0.1 1 10
Concentracion (%)

Graficad. Frecuenciade manchas totales inducidas por el extracto de infusion de
Tecoma stansenlarvas de 72 +3h de edad de Drosophiloa melanogaster.
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7.2 Distribucion por tamafio de manchas mwh.

En la Tabla 2 se muestra el numero de manchas mwh observadas por cada
tratamiento dependiendo de su tamafo. En total se contemplan siete clases por
tamano, las cuales se designan del 1 al 7. Por cada clase se contempla un numero
de células que expresan la mutacibn mwh, se basa en el numero de divisiones
celulares (2"), es decir: 1=1,2=2,3=3-4,4=5-8,5=9-16,6=17-32,y7 2

33 células.

En las tres concentraciones y el control utilizados para los cuatro extractos:
hexano (Grafica 5), acetato de etilo (Grafica 6), metanol (Grafica 7) e infusion
(Grafica 8), se observa que la mayor presencia de manchas corresponde a una o
dos células afectadas (Clases 1 y 2) y, en menor medida, a tres o mas células
(Clases 3 a 7). Asimismo, se aprecia que por cada extracto no existe una relacion
clara en: 1) el numero de manchas registradas por clase y 2) los tamafos de
manchas observadas, al compararse con las concentraciones y el control

empleados.
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Tabla 2. Distribucion por tamaio de manchas sencillas mwh

Tratamientos/ Distribucién del tamafio del clon mwh Total de Tamaiio promedio
Concentracion (%) Clase de 1 2 3 4 5 6 7 clones mwh del clon mwh
Tamano:
Células 1 2 3-4 5-8 9-16 17-32 >33
(2"):

Hexano
Control 31 9 0 1 0 1 0 42 1.40
0.1 23 12 3 0 0 0 0 38 1.47
1 29 10 1 0 1 0 0 41 1.39
10 18 6 3 3 1 0 1 32 1.97

Acetato de etilo

Control 20 7 1 3 1 1 0 33 1.82
0.1 26 9 0 1 0 2 0 38 1.58
1 16 11 0 0 0 1 0 28 1.57
10 17 2 0 2 0 1 0 22 1.59

Metanol
Control 27 12 3 0 0 0 0 42 143
0.1 28 11 2 0 1 1 0 43 1.56
1 17 5 0 0 0 0 0 22 1.23
10 24 16 1 0 0 0 0 41 1.44

Infusién
Control 30 9 0 0 1 2 0 42 1.55
0.1 25 4 4 0 0 1 0 34 1.50
1 19 10 0 0 1 2 0 32 1.75
10 36 11 0 0 0 1 1 49 1.45
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Grafica 5. Distribucion por tamafio de manchas sencillas mwh
obtenida por el extracto de hexano de Tecoma stans
enlarvas de 72 £ 3h de edad de Drosophila melanogaster.
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Grafica 6. Distribucidén por tamafio de manchas sencillas mwh
obtenida por el extracto de acetato de etilo de Tecoma stans en
larvas de 72 £ 3h de edad de Drosophila melanogaster.
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Grafica 7. Distribucion por tamafio de manchas sencillas mwh
obtenida por el extracto de metanol de Tecoma stans
enlarvas de 72 £ 3h de edad de Drosophila melanogaster.
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Grafica 8. Distribucion por tamafio de manchas sencillas mwh
obtenida por el extracto de infusion de Tecoma stans
enlarvas de 72 £ 3h de edad de Drosophila melanogaster.
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7.3 Manchas flr® y gemelas.

Dentro del ensayo SMART realizado sélo se registro la presencia de una mancha
sencilla fIr*, la cual corresponde al tratamiento de acetato de etilo al 0.1%. Esta
mancha presenté 4 células afectadas, por o que entra dentro de la clase de

tamano 3.

Por otro lado, no se tuvo registro alguno de manchas gemelas en el ensayo.
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VIIl. DISCUSION

El uso de las plantas medicinales forma parte del conocimiento tradicional de
varias culturas en Meéxico (Heinrich et al., 1998), por lo que el estudio y
confirmacion del efecto que se les atribuye a dichas plantas en el tratamiento de
enfermedades particulares ha sido el aspecto central de la etnofarmacologia. Uno
de los objetivos de esta disciplina es el llegar a la produccién de fitomedicamentos
que sean aprobados por las autoridades en salud (Andrade-Cetto et al., 2006). En
este contexto, un ejemplo claro sobre el alcance que tiene el estudio de dichas
plantas es el de Galega officinalis (también conocida como lila francesa). El uso de
esta planta data desde los tiempos medievales y era recetada para aliviar a las
personas que padecian de una produccion excesiva de orina (signo que se
relacion6 después con la D.M.) (Witters, 2001). Sin embargo, no fue hasta el
estudio quimico de G. officinalis, en el siglo XX, cuando se identificod a la guanidina
como el compuesto responsable del efecto que se producia sobre los pacientes
con D.M, al igual que se constaté el riesgo de toxicidad por su uso. Estos estudios
sirvieron de base para identificar otra forma de la guanidina, la biguanida, que
probd ser igual de efectiva sobre pacientes diabéticos, pero menos tdxica. Dicho
compuesto sirve, hoy en dia, para la produccidén del medicamento conocido como
metformina, comunmente usado en el tratamiento de la D.M. (Witters, 2001;
Andrade-Cetto y Heinrich, 2005).

En México se reporta el uso tradicional de 306 especies de plantas para
combatir la D.M (Andrade-Cetto y Heinrich, 2005), de las cuales sélo algunas han
sido utilizadas en experimentos para constatar el efecto que tienen sobre dicho
mal y, en menor numero, si sus extractos presentan un efecto genotoxico. Tres
ejemplos de plantas estudiadas en estos aspectos son: Equisetum myriochaetum
(Revilla-Monsalve et al., 2002; Ordaz-Téllez et al., 2007), Cecropia obtusifolia
(Andrade-Cetto y Wiedenfeld, 2001; Revilla-Monsalve et al., 2007; Martinez-
Toledo et al., 2008), y Malmea depressa (Ruiz-Esparza, 2006; Andrade-Cetto et
al., 2008).
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En la actualidad, Tecoma stans es una de las especies de plantas utilizadas en
la medicina tradicional (Andrade-Cetto y Heinrich, 2005) con la que se han
realizado estudios para constatar el efecto hipoglucémico que se le atribuye
(Loyoza-Meckes y Mellado-Campos, 1985; Roman-Ramos et al., 1991; Costantino
et al., 2003 a, b; Aguilar-Santamaria et al., 2009), asi como para conocer e
identificar sus componentes activos (Dickinson y Jones, 1969; Costantino et al.,
2003 a, b). Los resultados de estos estudios indican que T. stans presenta un
efecto hipoglucémico sélo cuando se emplea su extracto acuoso (Loyoza-Meckes
y Mellado-Campos, 1985; Aguilar-Santamaria et al., 2009), ya que no se ha
obtenido el mismo resultado cuando se han probado sus compuestos
individualmente (Costantino et al., 2003 a, b); por lo que los compuestos
responsables y el modo de accion del efecto hipoglucémico de T. stans continuan
siendo un tema controversial que requiere de estudios adicionales (Aguilar-

Santamaria et al., 2009).

Con respecto a la toxicidad y, en particular, a la genotoxicidad de T. stans, cabe
mencionar que no existen reportes o estudios previos en modelos in vivo, a pesar
de que se conocen los compuestos quimicos de esta planta. T. stans esta
constituida por: glucésidos, alcaloides, fenoles, flavonoides y terpenos (Mendoza-
Amador, en preparacion); entre los cuales destacan los alcaloides, considerados
las toxinas vegetales mas potentes desde el punto de vista genotoxico (Rodriguez-
Arnaiz, 2003 a). Sin embargo, es importante resaltar el hecho de que la
composicién de alcaloides en T. stans puede variar de acuerdo al lugar donde
crece (Dickinson y Jones, 1969), como también su concentracion en los extractos

dependiendo del disolvente empleado (Mendoza-Amador, en preparacion).

Para la evaluacion de compuestos quimicos de los que se sospecha un efecto
genotoxico, el ensayo SMART resulta ser un procedimiento corto y econémico a
través del cual se puede hacer un andlisis confiable usando a Drosophila
melanogaster como modelo biologico (Graf et al., 1984). La evaluacion realizada

de cuatro extractos de T. stans (hexano, acetato de etilo, metanol e infusion) por
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medio de este ensayo revela la ausencia de un efecto genotoéxico en

concentraciones del 0.1, 1y 10%.

En comparacién a otros ensayos SMART realizados con extractos acuosos de
plantas como Equisetum myriochaetum (Ordaz-Téllez et al., 2007), Cecropia
obtusifolia (Martinez-Toledo et al., 2008), y Malmea depressa (Ruiz-Esparza,
2006) en tratamientos agudos con la cruza ST, T. stans presenta una respuesta
similar a pesar de haber sido aplicada con un tratamiento cronico. Este resultado
implica la presencia de manchas pequefas en su mayoria, a comparacion de las
manchas grandes. No obstante, los resultado en T. stans difieren de los de E.
myriochaetum y C. obtusifolia en que no se observo la presencia de manchas
gemelas, lo cual sugiere que la recombinacion mitética no es el principal evento
genético producido por los extractos de T. stans; asi como también difiere al no
presentar diferencias estadisticamente significativas entre las series tratadas y

controles. En estos aspectos T. stans y M. depressa resultan ser parecidas.

Cabe sefialar que para mejorar la deteccion de compuestos genotoxicos
mediante el ensayo SMART / ala es posible hacer uso de dos sistemas de cruza
con la mosca. El primero de ellos corresponde a la cruza ST, en la cual soélo se
portan los marcadores flr* y mwh (para hembras y machos, respectivamente);
mientras que el segundo emplea la mutacion ORR (Oregon resistente), que otorga
resistencia al DDT e insecticidas organofosforados al sobreexpresar de forma
constitutiva el sistema de citocromos P450, en particular la enzima CYP6A2 que
es equiparable en funcion a la CYP3a-16 en raton y a la CYP3A en el ser humano
(Graf y van Schaik, 1992, Saner et al., 1996; Itoh et al., 1994). La mutacién ORR
se emplea junto al marcador flr* en las hembras para realizar la cruza con machos
que portan la mutacién mwh. Esta cruza es conocida como HB (High Bioactivation,
por sus siglas en inglés) (Graf y van Schaik, 1992). En este aspecto, cuando se
analiza un compuesto genotoxico, la frecuencia de manchas resultante es mas
evidente en la cruza HB cuando se compara con la cruza ST. Los estudios
realizados con E. myriochaetum (Ordaz-Téllez et al.,, 2007), C. obtusifolia
(Martinez-Toledo et al., 2008) y M. depressa (Ruiz-Esparza, 2006) mediante el uso
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de la cruza ST y HB en el ensayo SMART muestran una leve variacion en la
frecuencia de manchas ya que ninguno de los extractos empleados resulté ser
genotoxico. Bajo este contexto y a la carencia de evidencia sobre la genotoxicidad

de T. stans, el estudio presente fue realizado sélo con la cruza ST.

Por otra parte, el tamafo observado de las manchas producidas por los
extractos de T. stans sirve como evidencia para saber si sus compuestos quimicos
requieren ser metabolizados, ya que de no ser necesario dicho metabolismo los
compuestos pasarian directamente al material genético de las moscas
ocasionando alteraciones que se manifestarian en un mayor numero de células
afectadas (manchas grandes). Sin embargo, los resultados obtenidos sefialan un
mayor numero de manchas pequefas, lo que deja en claro la necesidad del

metabolismo para activar los compuestos presentes en los extractos utilizados.

Con respecto a la frecuencia de manchas generadas por el uso de los extractos
de T. stans, se observd que no existe una correlacidon clara con las
concentraciones utilizadas, aunque hay excepciones como el caso de los extractos
de acetato de etilo y hexano. Este resultado se atribuye a la presencia de
flavonoides, ya que existen reportes donde se constatan sus efectos benéficos
como antioxidantes al reducir el dafio oxidativo inducido al DNA in vitro (Noroozi et
al., 1998), y a que son de los compuestos que tienen mayor presencia en los
extractos de T. stans (principalmente en los que emplean al acetato de etilo como
disolvente) de acuerdo a Mendoza-Amador (en preparacion). En este sentido, la
relacion inversa que se observa en las Graficas 1y 2 se explica por la disminucion
en la presencia de alcaloides con respecto a los flavonoides, asi como por el
efecto de proteccidon que confieren al DNA estos ultimos. Sin embargo, es
necesario realizar mas estudios que permitan identificar las propiedades exactas

de los flavonoides que porta esta planta.

Esto convierte al presente estudio en una de las primeras referencias que se
tienen sobre la genotoxicidad de T.stans en ensayos in vivo, ya que, hasta la
fecha, el unico estudio que hace mencién sobre uno de los aspectos toxicolégicos

de esta planta corresponde a Zhu et al. (2008) con el ensayo in vitro de células
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hepaticas cancerigenas humanas (HepG2) en el que se determind el efecto

citotoxico de T. stans.
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IX. CONCLUSIONES

» Los extractos utilizados de T. stans (hexano, acetato de etilo, metanol e
infusion) no presentaron efecto genotéxico alguno en el ensayo de SMART
/ ala de Drosophila melanogaster, utilizando concentraciones del 0.1, 1y
10%.

» Este trabajo sirve de referencia para futuros estudios sobre T. stans en

cuanto a la ausencia de genotoxicidad en el uso de sus extractos.
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ANEXO
Informacion técnica

Métodos utilizados para obtener los extractos

Por_maceracion con disolventes: Tres de los extractos empleados se obtuvieron
por la maceracion sucesiva con hexano, acetato de etilo y metanol. Estos se
utilizaron de acuerdo a su polaridad, comenzando por el menos polar (hexano)
hasta el mas polar (metanol).

Para llevar a cabo las extracciones se pulverizaron 360g de T. stans. Estos se
maceraron durante 24h (de forma exhaustiva) con los disolventes, de acuerdo al
orden establecido, para obtener un filtrado por cada uno'. Posteriormente, los
extractos filtrados se recolectaron en matraces de bola para recuperar de ellos su
respectivo extracto seco al separarlo del disolvente empleado por destilacion
reducida con un Rotavapor Biichi® (modelo R-205).

Por Infusién: El cuarto extracto se obtuvo a partir de 20g de T. stans, a los cuales
se les agregd 300mL de agua destilada a punto de ebullicién y se dejo reposar
entre 20 y 30 minutos hasta alcanzar la temperatura ambiente y obtener la infusion
mediante una filtracion.

El filtrado obtenido se reparti6 en matraces de bola para ser congelados con
nitrégeno liquido.

Los matraces congelados se conectaron a un Liofilizador HETO® (modelo FD3).
El uso del liofilizador permitié que el filtrado congelado se separara, en agua
destilada y en el extracto deshidratado, por sublimacion.

Al finalizar la liofilizacion, se recuperd el extracto, en forma de polvo, en un
recipiente con una espatula.

Cantidades utilizadas por extracto

Las cantidades que se emplearon fueron de 0.005, 0.05 y 0.5mg. Estas cantidades
corresponden al 0.1%, 1% y 10% del volumen total de la mezcla.

Para manejar con mayor facilidad las concentraciones requeridas se optoé por
realizar una disolucién stock [10 mg / mL] para cada extracto para tomar el
volumen que contuviera la cantidad del extracto que se necesita.

' Entre cada maceracion se secé la muestra de T. stans para evitar la mezcla entre disolventes.
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Sustancias y cantidades utilizadas para la concentracién del 10%.

Tratamiento Sustancia Volumen utilizado (mL)
disolucion stock 0.05
Hex Etanol 0.15
Tween 80 0.05
agua destilada 4.75
disolucion stock 0.05
AcOEt etanol 0.15
Tween 80 0.05
agua destilada 4.75
disolucion stock 0.05
MeOH etanol 0.15
Tween 80 0.05
agua destilada 4.75
Infusion disolucion stock 0.05
agua destilada 4.95

Sustancias y cantidades utilizadas para la concentracion del 1%.

Tratamiento Sustancia Volumen utilizado (mL)
disolucién stock 0.005
Hex etanol 0.15
Tween 80 0.05
agua destilada 4.795
disolucion stock 0.005
AcOEt etanol 0.15
Tween 80 0.05
agua destilada 4.795
disolucién stock 0.005
MeOH etanol 0.15
Tween 80 0.05
agua destilada 4.795
Infusién disolucién stock 0.005
agua destilada 4.995
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Sustancias y cantidades utilizadas para la concentracién del 0.1%.

Tratamiento Sustancias Volumen utilizado (mL)

disolucién stock 0.0005
Hex etanol 0.15
Tween 80 0.05

agua destilada 4.7995

disolucién stock 0.0005
AcOEt etanol 0.15
Tween 80 0.05

agua destilada 4.7995

disolucion stock 0.0005
MeOH etanol 0.15
Tween 80 0.05

agua destilada 4.7995

Infusién disolucion stock 0.0005

Agua destilada 4.9995

Sustancias y cantidades utilizadas para los controles.

Tratamiento Sustancias Volumen utilizado (mL)
hexano 0.05
Hex etanol 0.15
Tween 80 0.05
agua destilada 4.75
acetato de etilo 0.05
AcOEt etanol 0.15
Tween 80 0.05
agua destilada 4.75
metanol 0.05
MeOH Etanol 0.15
Tween 80 0.05
agua destilada 4.75
Infusion agua destilada 5




Mezcla para hidratar el medio instantaneo para Drosophila (Carolina
Biological Supply Company)

Se prepara con: el extracto a probar (disuelto en su respectivo disolvente), un
vehiculo® conformado por etanol/Tween 80 (en una proporciéon de 3:1) y agua
destilada. Este ultimo compuesto se utilizé en mayor volumen dentro de la mezcla.

Para hidratar 1g de medio instantaneo para Drosophila se utilizaron 5mL de esta
mezcla.

Medio de cultivo para cepas de Drosophila

Se prepara con: harina de maiz (105g), azucar (70g), levadura de cerveza seca en
polvo (66g), carragenina (10g), grenetina (5g) y agua (1250mL) (Rodriguez-Arnaiz
et al., 2005).

Frascos de vidrio

Medidas: 4cm de diametro y 11.6cm de largo.

Sincronizacion de la F

Para fomentar la ovoposicién de las hembras de la F1 se le agrega al medio de
cultivo levadura fresca.

Viales de polipropileno

Medidas: 2.3cm de diametro y 9.3cm de largo.

Solucion Fauré

Se prepara con: goma arabiga (30g), glicerol (20mL), hidrato de cloral (50mg) y
agua destilada (50mL) (Graf et al., 1984).

2 E| vehiculo permite la miscibilidad entre los compuestos utilizados, al mismo tiempo que evita el
rechazo del consumo del extracto por parte de Drosophila melanogaster.
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... que ainsi soit-il.
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