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RESUMEN

El presente trabajo se desarrollo en el Instituto de Investigaciones Farmaco Bioquimicas
de la Facultad de Ciencias Farmacéuticas y Bioquimicas, formo parte de la accién de
integrada”Plantas medicinales en Bolivia como recurso terapéutico”, PClI D/020523/08.
Estudios previos sobre el extracto etandlico de Piper elongatum Vahl (matico)
demostraron la actividad antiinflamatoria, actividad diurética y cicatrizante, ademas del
efecto anti-Helicobacter pylori. Asi también otros estudios sobre los metabolitos
secundarios de P. elongatum, demostraron tener actividad antifungica y efecto
antiparasitario’.

Se realizo la evaluacion genotoxica del aceite esencial y el extracto etanolico de Piper
elongatum Vahl mediante la prueba in vivo de mutacion y recombinacion somética
(SMART), que emplea a Drosophila melanogaster (mosca de la fruta) como organismo
experimental para determinar la actividad recombinogénica y mutagénica que poseen
extractos de plantas y farmacos. Se emplearon dos tipos de cruces con los marcadores
genéticos flr¥ y mwh: El cruce Estandar (ST) y el cruce de Alta Bioactivacién (HB). El
cruce de HB debido a que posee niveles elevados de la enzima citocromo P-450,
presenta una mayor sensibilidad hacia los promutagenos y procarcin6genos.

Larvas de tercer instar procedentes de ambos cruces fueron tratadas a concentraciones
sub-téxicas de 25, 50 y 75mg/ml para el extracto etanolico, en el aceite esencial se
utilizaron concentraciones de 0.01, 0.05, 0.1 y 0.5% (p/v), como control positivo se empleo
Mitomicina C (MMC).

Los resultados obtenidos fueron analizados mediante el estadistico de Kastenbaum-
Bowman (a =0,05), sugieren que el extracto etanolico de Piper elongatum Vahl a
concentraciones por debajo de 100mg/ml, asi como el aceite esencial en concentraciones
por debajo de 0.5% (p/v), no producen dafio genotoxico detectado mediante la prueba de
SMART

Palabras claves: Piper elongatum Vahl, aceite esencial, genotoxicidad, prueba de
SMART y MMC.
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1. INTRODUCCION

Las especies vegetales han sido utilizadas desde principio de los tiempos como
fuente primaria para la elaboracion de medicamentos. Las culturas asiaticas,
hinddes y anglosajonas son lideres en el empleo de la medicina tradicional

proporcionando datos importantes de la utilizacién de estos recursos® .

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), hasta 1996 el 80% de la
poblacién mundial utilizaba las plantas medicinales en atencion primaria. También
es importante destacar que cerca de 7 mil farmacos provienen de conocimientos
botanicos®. Y que actualmente las investigaciones Farmacéuticas estan enfocadas

a buscar principios activos de diversas especies vegetales >.

Debido a las caracteristicas ecoldgicas de Bolivia, se pueden apreciar una amplia
variedad de especies vegetales (3.000 especies reconocidas hasta el 2006), que
son empleadas como medicina tradicional por diversas culturas. En este sentido,
la cultura Kallawaya ha contribuido al conocimiento del uso y manejo de plantas

medicinales que se desarrollan en la regién altiplanica®.

Los recursos genéticos representan oportunidades para impulsar el desarrollo
econdmico, enmarcado dentro la sostenibilidad y equidad social. Estos recursos
genéticos necesitan ser conservados junto al conocimiento tradicional por ello se

estan incentivando diversas investigaciones”>.

El Instituto de Investigaciones Farmaco-Bioquimicas (lIFB) esta realizando
continuas investigaciones para valorar la actividad bioldégica de varias especies
vegetales. Por ejemplo, demostraron los efectos antiparasitarios y genotoxicos de
Galipea longiflora (Evanta) ° y Baccharis latifolia (Chillka) respecto a la especie
Piper elongatum Vahl demostraron actividades antiinflamatoria, antifungicas contra
Neurospora crassa, cicatrizantes, efecto anti-Helicobacter pylori y efecto

antiparasitario frente a Leishmania®’.

J/méncz Das//éa Ana F aula 1
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Piper elongatum Vahl crece en la region de Sud Yungas de Bolivia, es conocida
comunmente como “matico”. La medicina tradicional la emplea como
antiinflamatorio, hemostatico, antiséptico® y anti-infeccioso, descongestivo, contra
la leucorrea y antiparasitario. Esta especie posee en sus hojas un grupo de
compuestos quimicos llamados los crémenos, que han evidenciado efectos
toxicos en ceélulas y bacterias. Otros metabolitos secundarios presentes son los
derivados del acido benzoico prenilados que poseen actividad anti-bacteriana ,
citotoxica y las dihidrochalconas poseen actividad contra los parasitos de
Leishmania, ademas de una marcada relacion de estructura-actividad contra el
moth,lO, 11,12,13.

Las caracteristicas benéficas demostradas por Piper elongatum Vahl sugieren la
necesidad de profundizar las investigaciones, por ello en este trabajo de
investigacion se emplea un ensayo biolégico in vivo denominado “test de
mutacion y recombinacidon  somatica” (SMART), que utiliza a Drosophila
melanogaster como organismo experimental, para evaluar los niveles de

genotoxicidad de esta especie vegetal.

En los dltimos afios se han venido realizando estudios cientificos sobre la especie
Piper debido a su alta valoracién por la medicina tradicional. Ensayos in vitro
demostraron la actividad antibacteriana contra bacterias Gram (+)**, otros estudios
validaron sus numerosas aplicaciones tradicionales como antiviral. Sin embargo,
reportes de los estudios de genotoxicidad de especies del género Piper son muy
escasos, a pesar de su amplio uso en la medicina tradicional Iberoamericana. En
este sentido solo se ha encontrado el estudio genotéxico de Piper auritum H.B.K.
sobre el ensayo de micronucleos en medula 6sea de ratones, cuyos resultados
fueron negativos. Por otra parte estudios de toxicidad aguda no evidenciaron

niveles de toxicidad®.

También se realizaron estudios sobre extractos etandlicos de tres especies de la
familia Piperaceas: Piper longum L, Piper ribesoides y Piper sarmentosum,

probandose la eficaz actividad larvicida sobre Aedes aegypty en el cuarto estadio

J/méncz Das//éa Ana F aula 2
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larvario. Se realizaron estudios sobre la actividad gastroprotectora, ulcerogenica y
antiinflamatoria de Piper elongatum Vahl con muy buenos resultados’. Pero no asi

estudios de toxicidad o genotoxicidad.

Las plantas tienen la capacidad para producir una gran diversidad de metabolitos
secundarios con diferente complejidad tanto quimica como bioldgica, por ello han
servido como modelos para el desarrollo de numerosos farmacos de extraordinario
interés. Logrando identificar sustancias quimicas con propiedades terapéuticas,
por ejemplo antimalaricas y leishmanicidas®. Aplicandose también diversos
ensayos genotoxicoldgicos, entre ellos tenemos una técnica capaz de determinar
la toxicidad y genotoxicidad de una variedad infinita de agentes xenobiéticos los
cuales son ampliamente empleados en el tratamiento de diversas enfermedades
es la prueba in vivo de mutacién y recombinaciéon soméatica (SMART: Somatic
Mutation and Recombination Test.) que utiliza a Drosophila melanogaster
conocida como “mosca de la fruta”. Esta técnica pone de manifiesto a través de
la expresion genética de células mutantes producidas por exposicion a
compuestos o mezclas quimicas evaluadas dando a conocer en este modelo un
amplio espectro de mutaciones, asi los resultados con esta técnica pueden
ofrecer datos relevantes que podrian ser extrapolados a humanos con un alto
indice de acierto, debido a que existe una elevada similitud entre rutas
bioquimicas y funciones reguladoras, adicionalmente genes estudiados en
Drosophila probaron ser homologos a genes supresores de tumor y oncogenes de

humanos!®1"18,
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El resurgimiento del interés mundial por las plantas medicinales nos lleva a

reflexionar sobre la necesidad de revalidar la medicina tradicional.

Actualmente existe un amplio conocimiento tradicional sobre las propiedades
medicinales de las plantas, diversos estudios sobre las capacidades
antiinflamatorias, cicatrizantes, antiparasitarias y antifingicas, pero el problema
radica en la escasa informacion respecto a los efectos que estas pueden

generar sobre el material genético.

Estudios como los realizados por el Dr. Igor Ivan Villalta(2009), Janet Piloto(2009)
demuestran que plantas medicinales como Piper auritum, Symphytum officinale L.,
Ruta graveolens L., Indigophera suffructicosa Mill y Tamarindus indica L. que son
ampliamente utilizadas para el tratamiento de parasitosis, pérdida de peso,
fragilidad capilar, antiinflamatorio y en la Medicina Ayurvedica, respectivamente.
Asi mismo Ruta graveolens L. revelo mutagenicidad en el sistema Salmonella
/microsome y en el ensayo in vivo de micronucleos en médula 6sea de raton,
estas especies vegetales mostraron ser genotoxicos en el sistema de ensayo de
induccion de micronucleos en médula 6sea de raton y en el estudio in vitro
empleando la cepa D-30 de Aspergillus nidulans para Piper auritum. Y en el

modelo de ensayo de toxicidad aguda presentaron diferentes niveles de toxicidad.

También esta demostrado que especies como Corton lechler y la Musa
paradisiaca pueden ademas su capacidad antiinflamatoria y cicatrizante tener

capacidades antigenotoxicas.

Por otro lado se debe resaltar que la mayoria de los estudios de toxicidad de
plantas medicinales estan enfocados a su composicion quimica, pero no se debe
olvidar que el efecto que puede producir una sustancia o compuestos Unico difiere

de la respuesta de una mezcla, debido a que actuan diferentes procesos de

J/méncz Das//éa Ana F aula 4



Arca de /:armaco/og/a ///: 5 - UM5A

sinergismo y antagonismo ademas de los mecanismos de activacion metabdlica

que ocurren a nivel celular.

Por ello este trabajo pretende mediante un estudio genotoxicoldgico responder la
siguiente pregunta de investigacion:

¢Cuél es el efecto genotéxico del aceite esencial y del extracto total
etandlico de Piper elongatum Vahl?

J/méncz Das//éa Ana F aula 5
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3. JUSTIFICACION

En Bolivia los farmacos para tratamiento de diversas enfermedades son muy
caros y debido a la pobreza actual del pais en general, la poblacién opta por un
tratamiento alternativo, con plantas medicinales, tal es el caso de Piper elongatum
Vahl (matico) el cual tiene diversas propiedades curativas como antiinflamatoria,
cicatrizante, antiparasitaria, antifangica y antibacteriana entre otras. Estudios
recientes sobre esta planta han demostrado que los aceites esenciales tienen una
gran actividad antiparasitaria y mas efectiva ya que son capaces de inhibir el
crecimiento de los parasitos tales como la leishmania y trichomonas a muy bajas
concentraciones, pero también se deber analizar de manera mas eficaz los efectos
téxicos que estos aceites esenciales y el extracto etandlico del “matico” tengan

sobre las personas al consumirlos durante el tiempo de tratamiento.

Se han realizado diferentes estudios de las propiedades medicinales de Piper
elongatum Vahl (matico), pero aun no se realizaron estudios de toxicidad y
genotoxicidad de esta especie vegetal. Por ello el presente trabajo de
investigacibn emplea un ensayo de genotoxicidad como el Test de SMART
(prueba de mutacion y recombinacion somatica) que tiene como organismo
centinela a D. melanogaster. La ventaja de utilizar a D. melanogaster se debe a
gue esta mosca posee un ciclo de vida corto, amplio tamafio de progenie, tiene un
genoma ampliamente conocido y su mantenimiento en el laboratorio es

econdmico.

Teniendo en cuenta la situacion actual de los estudios genotdxicos de las
plantas medicinales, especificamente de Piper elongatum Vahl (matico) y
conociendo las caracteristicas antiinflamatoria, antifUngica, cicatrizante vy
antiparasitaria de este género ademas de estar catalogada como una especie
ampliamente utilizada por la poblacion boliviana, es necesario que se realicen

estudios de toxicidad y genotoxicidad.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL

o Evaluar la genotoxicidad del aceite esencial y extracto etandlico de

las hojas de Piper elongatum Vahl.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar las concentraciones subtéxicas del extracto etandlico y el

aceite esencial de P. elongatum.
e Evaluar el potencial genotoxico del extracto total de P. elongatum

e Evaluar el potencial genotoxico del aceite esencial del P. elongatum

5. HIPOTESIS

Ho: El aceite esencial y el extracto etandlico de Piper elongatum carecen de

actividad genotoxica a las concentraciones evaluadas
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6. ANTECEDENTES

6.1. GENETICA TOXICOLOGICA

La Genética Toxicologica es la disciplina cientifica que identifica y analiza la
accion de un grupo de agentes toxicos que son capaces de interactuar con el
material genético de los organismos (compuestos genotoxicos). Su objetivo
primordial es, detectar y entender las propiedades de los agentes fisicos y
guimicos genotéxicos que producen efectos hereditarios desde deletéreos hasta
letales. Por lo tanto, es una ciencia esencialmente multidisciplinaria que pretende
establecer la correlacion existente entre la exposicion a agentes xenobioticos y la
induccion de alteraciones genéticas tanto en las células germinales como en las

células somaticas de los organismos™.

Los compuestos genotdxicos o xenobidticos son agentes capaces de
ocasionar toxicidad genética (ver Figura 1), se clasifican en tres categorias de
acuerdo a su origen: La primera categoria esta constituida por los compuestos
quimicos, la segunda incluye las radiaciones en todo su espectro y la Ultima
algunos parésitos, bacterias, hongos, vegetales o incluso virus. La accién o
capacidad de inducir dafio de estos xenobidticos esta influida por la dosis recibida
y el tiempo o via de exposicidn, junto a la constitucion genética del individuo que
puede definir una susceptibilidad propia o particular. A su vez, los xenobidticos
también pueden clasificarse de acuerdo a su modo de accidon o efectos en
mutagenos, carcindgenos o teratdgenos, dando lugar a tres tipos de procesos:

mutagénesis, carcinogénesis y teratogénesis.

Las mutaciones pueden afectar al ADN de cualquier célula del ser vivo. Si la
mutacion se origina en una célula somatica, es decir, cualquiera que no sea un
gameto o una célula relacionada con los gametos, no se transmitira a los

descendientes, pero si a las células que procedan de ella®.
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c@ células normales

l «— Dafio genotoxico por exposicién a agentes genotoxicos o por errores
. al azar en la replicacién del DNA

Células somaticas normales son convertidas en células
precancerigenas

«—— dafo genotoxico ( dafios genotoxicos) por exposicion a agentes
genotoxicos dando errores al azar en la replicacion del DNA
Exposiciones epigeneticas influyentes??

-
l <——  Células precancerigenas convertidas en células cancerigenas
; tiempo
Exposiciones epigeneticas influyentes??

&{ Desarrollo del cancer por células cancerosas

Figura 1. Modelo multiusos de carcinogénesis

Este modelo multi-paso sustituye un modelo anterior, llamado el modelo de
iniciacion-promocion. El modelo de iniciacién propone que la promocién de la
carcinogénesis es un evento de dos pasos, con el primer paso es una lesion
en la genotéxico (Ilamado iniciacién) y el segundo paso de ser un evento no
genotéxico (llamado de promocién). Ahora esta claro que este modelo de dos
pasos era demasiado simple. En particular, es evidente que mdltiples lesiones
genotoxico, participan en muchas (no en todos) los tipos de cancer, y que la
promocion no pueden participar en todos los tipos de cancer. (Moulder
JE.2006)

En 1927 Herman Muller demostré de manera inequivoca que las radiaciones
ionizantes son capaces de producir alteraciones genéticas en la mosca de la fruta
(Drosophila melanogaster) y definio a las mutaciones como los cambios en la
cantidad, cualidad y arreglo de los genes. Muller también desarrollé técnicas
cuantitativas para medir en este organismo la proporcion de mutaciones inducidas,
y llamé la atencion de la comunidad cientifica al sugerir que las radiaciones
podrian producir cambios en las células somaticas de los tejidos, y en los que se
dividen activamente podrian producirse distintos tipos de cancer, incluyendo las

leucemias®.
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Poco tiempo después, Charlotte Auerbach en 1942 demostré que el gas mostaza,
utilizado como arma quimica durante la segunda Guerra Mundial, es mutagénico;
un afio después se demostr6 que el uretano empleado como agente
antineoplasico es también capaz de inducir mutaciones en organismos de
bioensayo. Con estos y otros descubrimientos fue posible orientar las
investigaciones hacia el conocimiento de la interaccion entre los agentes quimicos

y el material genético™.

Algunos agentes terapéuticos de uso comun, tales como drogas y estimulantes,
producen alteraciones en los cromosomas. El genetista Joshua Lederberg propuso
en 1962 que se hicieran estudios genéticos para tratar de determinar si una gran
variedad de sustancias quimicas que producen mutaciones en los
microorganismos representan 0 no un riesgo potencial para las células germinales
de los seres humanos. A finales de los setentas se demostré la correlacién que
existe entre la induccion por diversos agentes quimicos de mutaciones, o
mutagénesis, y el desarrollo de algunos tipos de cancer, o carcinogénesis. Esta
correlacion se establecio debido a que la mayoria de los carcindgenos interactian
directa o indirectamente con los &cidos nucleicos, y por lo tanto tienen la

capacidad de producir cambios heredables®.

Los estudios de toxicologia genética se han utilizado para evaluar la
mutagenicidad de los factores que estan presentes en el medio ambiente, los
productos quimicos farmacéuticos y agricolas por mas de 30 afios. La mayoria de
los de actividades en este campo se han centrado en el desarrollo de nuevos
métodos de ensayo, normalizacion de los procedimientos de prueba, generacion
de bases de datos mutageno y validacion transversal de los resultados de la
prueba. Después de muchos afios de evaluaciones continuas y mejoras,
contemporanea rutina de pruebas de toxicologia genética son herramientas

confiables para la deteccién de los mutdgenos ambientales®.
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La Genética toxicologica, centro sus investigaciones en agentes que inducen
mutaciones en células germinales (porque se pone en riesgo a generaciones
futuras) y en células somaticas (porque puede darse lugar a la formacion de
cancer) ?* . La identificacién del dafio genético puede ser llevado a cabo mediante
técnicas in vitro o in vivo como el test de Intercambio de Cromatides Hermanas
(SCE), Prueba de Micronucleos (MN), test de Electroforesis en una sola célula,
test de Aberraciones Cromosomicas, el test de Ames, prueba de mutacion génica
en células de mamiferos, prueba de microndcleos en células humanas y la prueba
de mutacién y recombinacion somatica (SMART), basada en la pérdida de

heterocigocidad de células somaticas de Drosophila melanogaster®.
Para determinar el grado de dafio genético que pueda generar un agente
xenobidtico, maneja criterios de valoracion que permiten determinar su potencial

genotoxico o capacidad genotéxica®*?® (ver tabla 1)

Tabla 1. Criterios de valoracion que permiten determinar su Potencial Genoto6xico.

Denominacion Definiciéon

Genotoéxico Potente Cuando el agente es mutagénico y carcinogénico.

Genotoxico Cuando la evaluacion expresa resultados positivos pero
debe realizarse otros ensayos in vivo para confirmar el

riesgo.

Supuesto Genotéxico | Cuando solo algunos tratamientos expresaron una respuesta

positiva, por lo tanto se requiere de pruebas adicionales.

Insuficiente Cuando los datos no permiten sospechar de sus

respuesta genotbxica | genotoxicidad.

No genotéxico Cuando se observa suficiente respuesta negativa.
Fuente: Pillco A. 2003
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6.2. TEST DE MUTACION Y RECOMBINACION SOMATICA (SMART)

La Genética Toxicolégica tiene centrado sus investigaciones en el uso de
diferentes bioensayos capaces de detectar mutaciones puntuales, aberraciones
cromosomicas y lo mas reciente eventos aneuploidogénicos. Todavia una alta
correlacion entre las lesiones o desenvolvimiento del proceso cancerigeno un
hecho cuestionable, permanece en las preguntas referentes a la existencia de
carcindgenos destituidos de la actividad mutagénica sea ella génica o
cromosOmica. En las busquedas de respuestas para tal comportamiento se
desarrollaron sistemas de pruebas para la deteccion de un nuevo pardametro
genético (la recombinacion mitética) que podria estar involucrado en la promocién
del cancer mediada por estos agentes. Los argumentos recientes refuerzan la

participacion de la recombinacién homologa®®.

La prueba de mutacion y recombinacion somaticas (SMART) en Drosophila
melanogaster (ver Figura 2) es una metodologia in vivo con gran potencial de
aplicacion en estudios de genotoxicidad basicos y aplicados. En este sistema se
utilizan marcadores fenotipicos para los tricomas o pelos de las alas (version de
las alas) o para el color de los ojos (version de los ojos). Los marcadores utilizados
son recesivos, por lo que las moscas adultas tienen fenotipo silvestre. Organismos

trans-heterozigotos para marcadores fenotipicos de una u otra version de SMART

se exponen durante la fase larvaria al posible genotéxico de interés?’28 2%,
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Huevo Larva Pupa Imago

sompaund eye

Figura 2. Fases del Ciclo de vida de Drosophila melanogaster (GETEG.2007)

La mosca de la fruta, Drososphila melanogaster, ofrece una serie de ventajas
como sistema de prueba eucariético de genotoxicidad in vivo. Es facil de cultivar,
su ciclo de generacion es corto (ver figura 3), posee un amplio tamafio de progenie
y un facil mantenimiento debido a sus reducidas dimensiones. Los ensayos
somaticos son baratos porque sélo se requiere de equipo de laboratorio basico y
de bajo costo. Ademas de los sistemas de prueba bien establecidos y validados
que utilizan células germinales, especialmente el de letales recesivos ligados al

sexo, se han desarrollado otros como el de las células del ojo y del ala de los

discos imaginales®.

Debido al exhaustivo estudio de Drosophila durante el Gltimo siglo, ha sido posible
la acumulacion de gran cantidad de informacion. Uno de los avances mas
importantes se produjo en el afilo 2000 cuando la secuencia completa del genoma
de Drosophila fue publicado *, este hecho, junto con la disponibilidad de multitud
de técnicas y herramientas moleculares para su andlisis, ha permitido consolidar a
Drosophila como organismo modelo en los estudios de la Genética del Desarrollo.
Otra de las grandes ventajas de Drosophila se basa en la facilidad para introducir
y combinar mutaciones en su genoma. De esta forma, el fenotipo mutante nos

permite inferir la posible funcién del gen durante el desarrollo. EI genoma de
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Drosophila contiene poco ADN repetitivo y la mayoria de los genes son de copia

Unica, evitandose asi los inconvenientes de la redundancia funcional.
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Figura 3. Ciclo vital de Drosophila melanogaster a 25°C. Adaptado de Wolpert (1998).

Estas pruebas de mutacion y recombinaciéon Soméaticas (SMART) son ensayos de
una sola generacion y utilizan marcadores recesivos que se expresan en la
superficie de los ojos o de las alas de las moscas adultas. La principal ventaja de
estos sistemas de prueba somaticos reside en el hecho de que no solo detectan
varios tipos de eventos de mutacion, sino que basicamente inducen la
recombinacién mitdtica. La induccion de la pérdida de heterocigosis de
marcadores en las células de los discos imagal de las larvas mediante tratamiento
con compuestos genotoxicos, conduce a la formacion de un clon de células
mutantes que después de la metamorfosis se expresan como manchas en los ojos

o en las alas®.
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Los discos imaginales son las estructuras larvarias que daran lugar a la epidermis
del adulto de Drosophila melanogaster (ver Figura 4). Los precursores de estos
discos son unos conjuntos de células (cuyo numero oscila entre 10 y 40
dependiendo del disco imaginal) que se segregan como invaginaciones de la
epidermis embrionaria y que crecen por mitosis justo hasta antes de la
metamorfosis, incrementando su numero de células por un factor de 1000
aproximadamente. Las células de los discos son histolégicamente similares, pero

difieren enormemente en sus patrones de expresién génica® .

| Lava |
Discos imaginales jes
Glandulas por:
salivales @ |rartesdela 4
= ° hoca:
o |
g

‘ ratens
L)

)

Figura 4. Morfologia, localizacién y estructuras del adulto a las que daran lugar los discos
Imaginales de Drosophila. Adaptado de Wolpert (1998)%

Durante la embriogénesis, el disco imaginal de ala esta formado por un conjunto
de unas 40 células, que empiezan a dividirse en la primera etapa larvaria (LI). La
proliferacion celular continuara durante los sucesivos estadios larvarios, con una
division cada 8.5 horas en promedio, hasta obtener un epitelio monocapa formado
por unas 50000 células aproximadamente. Sin embargo, la proliferacion celular no
ocurre a la misma velocidad en todo el disco, existiendo heterogeneidades en los
patrones de divisién celular. Y estos patrones de proliferacién celular estan
relacionados con la generacion de la forma y el tamafio del ala adulta y sus dos

histotipos: zonas de vena y zonas de intervena *. El disco imaginal de ala dara
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lugar al segundo segmento toracico del adulto, incluyendo la parte dorsal del torax

(conocido como notum) y al ala (ver Figura 5).

pleura
veniral hinge
>
¥ veniral

superficie ventral
del ala

margen
del ala

superficie dorsal
% \ del ala
. !\
i)
2 \ hinge dorsal

Figura 5. Disco imaginal de ala en el estadio de larva lll. Adaptado de Cohen (1993).

El ala adulta (ver figura 6) esta constituida por 2 capas de células epidérmicas
continuas (un epitelio dorsal y uno ventral) a lo largo del margen del ala. Podemos
diferenciar 3 componentes basicos: las estructuras del margen, las venas y las
regiones de intervena. Sin tener en cuenta las estructuras neurales del ala, las
células de intervena constituyen el 90% del area del ala, mientras que las células
de vena constituyen el 10% restante. La funcion de las células de intervena es
proveer al ala de una superficie aerodinamica para el vuelo. Las células que
forman las venas son mas pequefias, estdin mas compactadas y secretan una

cuticula mas pigmentada que las células localizadas en las regiones de intervena,
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que comprenden las regiones entre venas. Ademas, las Unicas células que

permanecen vivas en el adulto son precisamente las células de vena®'.

Figura.6 Areas de lectura en el ala de D. melanogaster para el analisis de Genotoxicidad por el
Test SMART (Tomado de Graf, 1995).

El analisis de las alteraciones genéticas inducidas, es realizado por observacion
microscoépica de los grupos de células mutadas, ya sea que expresen el marcador
genético fir’ o mwh, dichos grupos celulares son conocidos como manchas

mutantes>2. (Ver figura 6 y anexo 1)
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Figura 7.a) normal b) desviacion de tricomas mwh y flr, c) variedad de tricomas mwh d) variedad

de tricomas flr (Graf y col.1984)
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. mwh: son clasificados como clones mwh, todos los casos en que
una o mas células contuvieran pelos expresando el fenotipo mwh, esto de 3 o mas
pelos en cada célula. No son considerados grupos de células que representan 2
pelos en cada una. En el caso de que una célula, contenga 3 pelos mutantes,
estando adyacente a una célula con dos pelos mutantes, las células con dos pelos
son considerados como mwh e incluidas en el conteo del nimero de células

mutantes que forman el clon.

. fIr*: clones simples fIr® son poco frecuente, ya que se originan por
eventos raros, como mutaciones puntuales en el locus flr®, pequefias deleciones
intersticiales o en recombinaciones. El gen flr® tiene una expresibilidad bastante
variable, manifestandose como un punto, un pelo corto y alargado, como pelos
amorfos, llegando al extremo de manifestarse con una forma de un balén, debido

a la expulsién del material melanotico quitinizado.

o clones gemelos: manifiestan el fenotipo flry mwh en el mismo clon,
son considerados clones gemelos: una o mas células mwh adyacentes a una o
mas células flr*, deben estar separadas por no mas de dos células con fenotipo

salvaje.

El nidmero total de manchas observadas ofrece informacion cuantitativa sobre la
actividad genotoxica del compuesto evaluado; el tipo de mancha revela las
diferentes lesiones que originaron dicha actividad genotéxica la cual puede ser

clasificadas como:

. Manchas simples pequefias (MSP) y manchas simples grandes
(MSG): ambas expresan el marcador genético FIr* o mwh e indican una mutacion

puntual, delecion, no disyuncién o recombinacién entre el gen FIr3 y mwh*.
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. Mancha gemela (MG): expresa ambos marcadores genéticos (FIr® y
mwh), ofrece la informacién de que acontecié un evento recombinogénico entre el

gen FIr3 y el centrémero ocasionado por el agente evaluado®:.

Los individuos analizados provendran de dos tipos de cruce:

o Cruce Estandar: su progenie se caracteriza por presentar niveles
basales de enzimas de metabolizacion, por lo tanto detecta genotdxicos de accion

directa (Mutagenos).

. Cruce de Alta Bioactivacién: cuya progenie permite detectar
genotoxinas de accion indirecta (Promutagenos). Esto se debe a que poseen un
incremento en los niveles de accién del citocromo P-450 % encargado de
suministrar centros conjugados en las genotoxinas®* de modo tal, que la capacidad
de interactuar con el material genético se ve potencializado gracias a la activaciéon

metabolica®’.

Tanto en el cruce Estdndar como en el cruce de Alta Bioactivacion presentan
individuos con dos tipos de progenies:

. Individuos Trans-heterocigotos (mwh +/+ flr3): Estos ofrecen la
informacion de acontecimientos de mutacion génica, cromosoOmica Yy
recombinogénica. Son para los marcadores recesivos (mwh) que se expresan en

las alas, pelos muiltiplos y pelos con base alargada (fIr).

. Individuos Heterocigotos para el cromosoma balanceador TM3
(mwh + /TM3, Bd®): ofrecen informacion de acontecimientos de mutacion génica y
cromosomica, pero no de actividad recombinogénica. Las moscas adultas
portadoras de este genotipo se diferencian de las trans-heterozigotas por
presentar las alas con recortes en sus extremidades, determinados por el pelo del

gen Bd®
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La diferencia entre ambas progenies nos permite cuantificar el dafio genético

producido por diferentes compuestos genotoxicos>*.

Basado en la constitucion genética de las moscas trans- heterozigotas, los clones
pequefios o grandes pueden ser originados por diferentes tipos de lesiones que

ocurren en el cromosoma 3:

. Recombinacién mitética simple entre marcadores los marcadores
mwh y flr* originan clones simples, que expresan el fenotipo de pelos multiples
(mwh).

. Recombinacién entre flr’ y el centrémero, seguida de una segunda
recombinacién entre mwh y flr* pasando en una misma célula. Resultando clones
simples fIr*.

o Mutaciones con contenido informacional de un de los locus de los
genes marcados, con mutaciones puntuales, no disyuncién o grandes deleciones

conteniendo uno de los dos alelos mwh+ o fIr®.

. Los clones gemelos son obtenidos exclusivamente por
recombinacién entre flr® y el centrémero, con segregacién de un cromosoma

parental en un recombinado.

. Clones simples expresando el fenotipo mwh son mas
frecuentemente observados en los experimentos. Los clones gemelos ambos son
sub clones mwh y flr* son menos frecuentes, siendo los clones simple fIr3 los que

representan menor incidencia.
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6.3. ESPECIES VEGETALES MEDICINALES

A inicios de los afios noventa, la Organizacion Mundial de la Salud identificé que el
80% de la poblacion mundial recurre a la medicina tradicional para asistir
problemas de salud, la cual se basa principalmente en el empleo de plantas
medicinales **. En los paises ricos, muchas personas recurren a diversos tipos de
remedios naturales porgue consideran que «natural» es sin6bnimo de inocuo.
Existe un alto porcentaje de la poblacién que esta relacionado con la medicina

tradicional lo cual permite el mantenimiento de dichos conocimientos™.

Sin embargo, a medida que aumenta el uso de las medicinas tradicionales o
alternativas, también aumenta el numero de informes sobre reacciones adversas.
En China, pais en el que las terapias y los productos tradicionales se utilizan
ampliamente en paralelo con la medicina convencional, en el 2002 se tuvo
conocimiento de 9854 casos de reacciones adversas a los medicamentos, cuando
entre 1990 y 1999 se habian registrado 4000. Aunque muchas plantas medicinales
se encuentran en peligro de extincion, lo cual incide en la pérdida de recursos
genéticos®®. En la actualidad no se dispone de informacién detallada al respecto y
la mayoria de los paises no cuentan con un inventario completo de sus plantas

medicinales®.

Bolivia, gracias a su alta diversidad cultural y biolégica, se ha generado e
identificado una amplia gama de practicas de medicina tradicional, cuya forma de
expresion principal es la utilizacion de diversas plantas. En este sentido, el
conocimiento académico del nimero de plantas medicinales para el pais ha
incrementado, inicialmente se estimaba que existian 1.500 especies de plantas
medicinales reconocidas esencialmente por los grupos étnicos®’. Actualmente,
Giménez e Ibisch indican que se conocen alrededor de 3.000 especies de plantas
medicinales identificadas y verificadas en distintos herbarios del pais y se cuenta
con publicaciones recientes. Sin embargo, no se ha abarcado la totalidad de las

culturas, ni de las plantas medicinales existentes>®.
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Por otro lado, se ha llegado a comprender que las plantas medicinales estan
inmersas en diferentes formas de vida de los pueblos originarios, grupos étnicos,
comunidades y ciudades multiétnicas del pais. Estan insertas en una cosmovision
andino-amazonica que ha permitido su conservacion, ya que considera aspectos
como la ecologia de la planta o su morfologia que incide en las practicas de
recoleccion y suministro. Este conocimiento tradicional es invaluable y debe ser

considerado, reconocido y protegido®.

Para reconocer el contexto de la medicina tradicional en los Andes de Bolivia, es
necesario identificar al valle de Charazani (provincia Bautista Saavedra,
departamento La Paz) como epicentro de la cultura Kallawaya que ha contribuido
enormemente al conocimiento del uso y manejo de plantas medicinales en la
region. La cultura Kallawaya estd conformada por curanderos itinerantes,
considerados como especialistas médicos de gran renombre, por poseer un vasto
conocimiento en especies herbaceas y sustancias relacionadas con la farmacopea
tradicional*®. Su relevante trayectoria ha llevado al reconocimiento de la
cosmovision andina de los Kallawaya, a través de la declaracién por la UNESCO,

como patrimonio oral e intangible de la humanidad®**.

Actualmente la practica médica tradicional utiliza un gran nimero de especies
herbaceas y una farmacopea natural entremezcladas con elementos magicos
empleados en rituales, que representan a la simbologia andina. * En el &mbito de
los recursos de la biodiversidad para la salud (medicamentos, alimentos, aromas,
complementos dietéticos, pigmentos, aditivos), la cantidad de conocimientos es
importante. Girault recoge la informacién sobre uso de 850 especies por los
Kallawayas incluyendo el componente taxondmico; sin embargo, otros estudios de
diferentes etnias como Guaranies, Tacanas, entre otros. Existen alrededor de
2500 especies vegetales con uso demostrado a través de la praxis y validados por

su uso a lo largo de periodos histéricos™.
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Los recursos de la biodiversidad desde el origen del hombre han sido la fuente
primordial para la obtencion de insumos que favorezcan la salud y la vida en la
tierra. Los usos mas comunes reportados por la medicina tradicional boliviana se
orientan al dolor, fiebre e inflamacion, enfermedades del sistema nervioso central,
problemas gastrointestinales, afecciones del tracto respiratorio y de la piel,
antimicrobianos (bactericidas, antiparasitarios, antivirales). Sin embargo, el
conjunto de plantas que conforman el ecosistema en el que participan los
humanos, no provee solo nutrientes, en términos estrictos (requerimientos
esenciales y no esenciales), sino también de elementos que contribuyen a la salud
humana (y de los seres vivos que los consumen); entre estos se encuentran los
elementos que promueven, favorecen, modulan o regulan ciertos mecanismos
homeostéticos tales como antioxidantes, reguladores del peristaltismo intestinal,
reguladores de la libido, moduladores de la respuesta inmunitaria, entre otros.
Estos llamados nutracéuticos han sido recientemente valorados por la medicina
oficial, no obstante su antiguo y extenso uso practicado por las corrientes

naturistas del cuidado de la salud 4%4243,

Las empresas dedicadas a productos naturales, que abarcan el 50% de las mas
grandes en el rubro farmacéutico, con el establecimiento de regimenes de
propiedad intelectual en gran parte de los paises del mundo, permiten mayores
facilidades para la aplicacion por patentes y su licenciamiento, de dichos

productos farmacéuticos a partir de plantas medicinales***°.

Tiempo atras existié un afloramiento de médicos tradicionales y especialistas en
rituales indigenas de variada consideracién, en consecuencia se conformé la
Sociedad Boliviana de Medicina Tradicional (SOBOMETRA), instancia importante
que impulsé la aprobacion de un Decreto Ley en 1994 y su posterior
reglamentacion, mediante el cual se reconoce y autoriza la medicina tradicional,
asi como el ejercicio de médicos especializados en esta practica®®, hecho que

histéricamente se ha marcado un hito en la medicina tradicional de Bolivia, pues

J/méncz Das//éa Ana F aula 23



Arca de /:armaco/og/a ///: 5 - UM5A

reafirma la autoestima de los pueblos en la necesidad de realzar y valorar sus

practicas tradicionales frente al Estado y la sociedad.

Actualmente la Sociedad boliviana de Medicina Tradicional (SOBOMETRA);
trabaja con 500 plantas nativas y su aplicaciones. Los laboratorios domésticos
artesanales (LAD) proveen medicinas naturales entre tinturas, pomadas, almibar,

algunos cuentan con patentes y registros legales del Ministerio de salud*’.
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6.4. Piper elongatum Vahl (MATICO)

6.4.1. Nombre comunes

“Matico" o "matico"®, Maliku (aymara - quechua), Mogo - Mogo

(quechua).pimienta de fruta ganchosa, pimienta de macaco, tapa hueco. Hierba

del soldado” %%,

6.4.2. Sinbnimo

Piper angustifolium R.& P. o Piper aduncum®.

6.4.3. Clasificacion taxondmica:

Reino: Vegetal
Clase: Dicotiledoneae
Subclase: Archiclamydeae
Orden: Piperalis
Familia: Piperaceae
Género: Piper

Especie: Piper elongatum(ver fotos1-2) 4

6.4.4. Distribucion

Las Piperaceas (del latin Piperaceae y género Piper), del orden de las
Piperales, poseen las flores aclamideas, androceo de 1-10 estambres y gineceo
de 1-4 carpelos, generalmente tricarpelar; ovario unilocular, con un rudimento
seminal ortotropo de insercion basal; tejido nutricio con perisperma y endosperma.
Son plantas herbaceas o lefiosas, con las hojas generalmente esparcidas, flores

en densas espigas 0 en racimos y fruto en drupa o en baya. La mayoria de las
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especies viven en los paises intertropicales. Piper (700 especies), Peperomia (420

especies)™.

El género Piper pertenece a la familia Piperaceae, y comprende mas de 700
especies distribuidas en ambos hemisferios. Son hierbas que crecen rectas, como
arbustos o muy rara vez como arboles. Las especies de Piper tienen gran interés
medicinal, comercial y econdémico. Econdémicamente las Piperaceae son
importantes por la produccion de pimienta en el mercado mundial. Asi, el fruto
maduro de Piper nigrum es la fuente de pimienta blanca; mientras que el fruto
inmaduro de la misma especie, es la fuente de la pimienta negra. Una bebida
narcotica es producida en Oceania a partir de raices de P. methysticum. Por otro
lado, muchas especies de Piper se cultivan como plantas ornamentales por su

follaje™.

Las especies de Piper, ampliamente distribuidas en las regiones tropicales y
subtropicales del mundo (Crece silvestre en costas y selvas Centroamérica y
Suramérica y en los valles interandinos hasta 3.000 msnm.). Abunda de manera
especial en el Perd, Ecuador, Bolivia, Paraguay, Brasil y norte de Argentina. Se
adapta facilmente a cualquier clima. En nuestro medio crece a 1700 metros de

altura, en casi toda la region de los Yungas®®.

6.4.5. Descripcion botanica 2

Es una planta dicotiledonea semiarbustiva arbérea que alcanza una altura que

alcanza una altura entre 1-3 metros.

. Tallo: cilindrico, ramificado lefloso que a su vez presenta nudos

prominentes y abultados.

. Hojas: son opuestas de color verde brillante , simples sésiles,
estipuladas enteras alternas de apariencia muy rugosa por el haz con las

nervaduras sobresalientes en forma de malla por el lado del envés. Miden 7-10
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cm de largo por 2.5 a 3.5 cm de ancho, con bordes dentados y envés claro

(albescente).

o Inflorescencia: espiga simple densa o compuestos con flores
pequefias hermafroditas aclamideas desnudas acompafadas de una bractea
que va tener un ovario supero (1-5 estigmas cortos; ovulo erecto) con dos

estambres.

Los estambres presentan de 2- 6 hipéginos con anteras normalmente biloculares

de dehiscencia longitudinal.

. Fruto: es una pequefia drupa.

o Semilla: Con endosperma y embrion diminuto.

. Flores: diminutas en espigas densas

Fotografias 1-2. Piper elongatum Vahl

Fuentes: Plants by Scientific Names. www.natureloveyou.sg/Plants-P.html. (Fecha de

acceso: 21 de agosto del 2009)
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6.4.6. Composicidon gquimica

En ensayos Bioquimicos se hallaron que las hojas contienen Asebogenina
(flavonoide); acido benzoico metil ester 3- (6- hidrometoxy); acido octa trans 2-7
dienoico, 6-(-5) monoterpeno; copathulenol (sesqui-terpeno), sitosterol beta,
estigmasterol (esteroides). La Canfora, el Canfene, Isoborneol. Tambien presenta

alfa pineno, mirceno, limoneno, borneol y terpinol acetato*°*°°,

Ademas se identificaron 1 a 3.5% de aceite volatil ligeramente dextrogiro
conteniendo benzodioxole 5- metoxy-6- (2- propen) fenilpropanoide (aceite
esencial), dillapiol, etoxidillapiol, mirisicina y piperitona, alcanfor y en otras
especies Asarol; taninos, resinas en pequefias cantidades, maticina (principio

amargo) 53 555,

Dichos compuestos poseen gran valor econdmico por sus variadas acciones

fisiol6gicas y aplicaciones industriales. (Ver Tabla 2)
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Tabla 2. Aplicaciones generales de cada fitoconstituyente

Fitoconstituyentes

Aplicaciones

Presentes en gran cantidad de compuestos organicos,

cardiotdnicos

Aminas . o L
muchas veces les confieren su actividad fisiologica
Medicinal. Por su actividad fisiolégica diversa
Alcaloides constituyen materias primas para la fabricacion de
medicamentos
Medicinal. Forman parte de hormonas animales vy
Esteroles _ ,
vitaminas
Medicinal e industrial. Constituyen los llamados aceites
Triterpenos esenciales, utiles en perfumeria, farmacia y en la
preparacion de determinados alimentos
Glucosidos Medicinal. Estimulan la funcion cardiaca, son los

llamados venenos del corazén

Saponinas

Medicinal e industrial. Precursores de hormonas
esteroidales y corticosteroides. Por su actividad

tensoactiva son Utiles como emulgentes y hemolizantes

Fenoles simples

Medicinal e industrial. Poseen actividad antifingica,

desinfectante y aromatizante

Medicinal e industrial. Reducen fragilidad capilar,

Flavonoides protegen frente a estados toxicos, antiinflamatorios y
colorantes
Medicinal e industrial. Propiedades astringentes vy

Taninos antisépticas. Utiles en la fabricacion de tintas y otros
colorantes, para curtir pieles

Cumarinas Medicinal e industrial. Anticoagulante y aromatizante

Fuente: VANDER A (1972)
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6.4.7. Usos tradicionales

La medicina tradicional le atribuye propiedades variadas. Las hojas en decoccion
se usan como cicatrizante en el tratamiento de hemorragias, en lavados
antisépticos sobre heridas y en infusion para evacuar célculos biliares, para aliviar
o curar enfermedades del tracto respiratorio (antiinflamatorio, expectorante y
antitusigeno), en afecciones gastrointestinales ("empacho”, diarreas agudas o
crénicas) y tépicamente en infusién de las hojas para hacer gargaras®.

Las hojas frescas de “matico” son utilizadas por los Kallawayas como
antiinflamatorio y antiséptico (comercializado en forma de jabon). Estudios in vitro
de extractos de esta planta, muestran propiedades antifingicas sobre hongos
como; Cryptococcus neoformans y Trichophyton mentagrophyte,ademas esta
especie vegetal presenta propiedades cicatrizantes que se le atribuye a la
presencia de taninos. Asi también se evidencia que tiene enormes propiedades
antiinflamatorias, antisépticas y antibacteriana inhibiendo el crecimiento de las
bacterias Staphylococcus aureus y Escherichia coli®®. En otros estudios realizados
también se evidenciaron que esta especie vegetal posee propiedades diuréticas
frente a la furosemida y propiedades anti — Helicobacter pylori ®’.

La infusion de estas hojas conjuntamente con la malva o la zarzaparrilla se usa en
lavados vaginales para detener los flujos blanquecinos causados por el parasito
Trichomonas vaginalis o por la blenorragia, cicatriza las heridas provocadas por la
sifilis. Podemos sefialar que esta especie vegetal tiene un efecto relajador sobre

la musculatura lisa debido a la presencia de varios tipos de alcaloides®"®.

También tenemos a los aceites esenciales (AE) de Piper spp. Inhiben el
crecimiento de una amplio grupo de microorganismos que causan infecciones
importantes en humanos como Staphylococcus aureus, Pseudomona aeruginosa,
E. coli, y los hongos Trichophyton mentagrophytes, C. albicans, A. flavus y A.

fumigatus. Estimula la funcién cardiaca al inhalarlo®®%%*,
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7. METODOLOGIA

El trabajo se ha realizado de acuerdo al esquema 1 y a continuacion se detallan
cada una de las etapas.

Esquema 1. Técnica de SMART

[ Piper elongatum Vahl ]

v
[ EVALUACION DE LA TOXICIDAD }

TEST DE SMART

\ 4 \ 4 \

Hembras flr®: 80 Hembras ORR: 80
| 7

[ CRUCE ESTANDAR (ST) ] [CRUCEALTABIOACTIVIDAD (HB) ]

!

p
EVALUACION DE LA ACTIVIDAD GENOTOXICA }

(TEST DE SMART)

A 4
Andlisis de alas de individuos Trans heterocigoto

\ 4

PROCESAMIENTO DE DATOS Y EMISION
DE RESULTADOS
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7.1. RECOLECCION DEL MATERIAL VEGETAL

La especie vegetal P. elongatum fue recolectada del area de Sud Yungas del
Canton de Chicaloma, poblacion de Irupana ubicado en el departamento de La
Paz. Las personas que ayudaron en la recoleccién fueron Emilio Torres y Ana
Paula Jiménez. Luego se prepararon muestras de coleccion para poder ser
depositadas en el Herbario Nacional de Bolivia LPB, donde se realizo la
identificacion con la colaboracién de los botanicos Emilia Garcia y Javier Quisbert

(Ver anexo 2).

7.1.1. Preparacion del extracto

El material vegetal fue recolectado y secado en condiciones adecuadas, para
posteriormente ser pulverizado. Se peso 500 g de la planta seca y pulverizada, se
realizo una maceracion con 2 litros de etanol destilado al 70% durante 48 horas a
temperatura ambiente, posteriormente la maceracion se filtro con ayuda de una
gasa y algodon, separando de esta manera la parte acuosa del residuo. Se
procedié a concentrar el extracto acuoso, por rota vaporacion (120rpm y 40°C)
dicho proceso esta representado en el Esquema 2

J/méncz Das//éa Ana F aula 32



Arca de /:armaco/og/a ///: 5 - UM5/4

Esquema 2. Obtencién de extracto etandlico de Piper elongatum Vahl (ver anexo
3)

Recoleccion de planta vegetal
(Piper elongatum)

A\ 4

[ Secado de hojas de P. elongatum }

Tiempo de maceracion - 96 horas

\4

Filtrar con gasa y algodon o con papel
filtro

\
l l

Residuo Sobrenadante

\ 4
Rota vaporacion

A 4

{ Extraccion etandlica ]

A 4

{ Pruebas de Genotoxicidad ]
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7.1.2. Obtencion del aceite esencial

Para la obtencion del aceite esencial, se pesaron 500g de hojas secas de P.
elongatum Vahl que fueron recolectadas de la region Sud Yungas cantén
Chicaloma poblacion de lrupana ubicado en el departamento de La Paz. Estas
hojas secas fueron desmenuzadas y colocada en el destilador realizandose asi
una extraccién, del aceite esencial mediante destilacion por arrastre de vapor de

agua (ver Esquema 3).

Esquema 3. Obtencion de aceite esencial de P. elongatum

Recoleccion de la especie vegetal
(Piper elongatum)

|

{ Secado de hojas de P. elongatum }

A 4

Proceso de extraccion por arrastre de
vapor

l l

Residuo Obtencion del aceite
esencial

\ 4

[ Pruebas de Genotoxicidad }
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7.2.  EVALUACION DE LA TOXICIDAD DE P. elongatum Vahl. MEDIANTE
LA PRUEBA DE SMART

Para la evaluacién de la toxicidad®*®® se establecieron concentraciones sub-
toxicas de la especie vegetal en estudio. Tanto el extracto total etandlico como el
aceite esencial fueron disueltos en tween 80 al 3.5%(que se empleo como control
negativo) y Mitomicina C como control positivo en una concentracion de 0.05mM.

7.2.1. Extracto total etandélico

Para la evaluacion de la toxicidad del extracto total etandlico se trabajo
inicialmente con concentraciones de 75, 50, 25, 10 mg/ml en la segunda etapa se
evaluaron concentraciones de 25, 50,75 y 100 mg/mL en ambos caso se trabajo
frente a un control negativo (tween 80 al 3.5%) y se sometié un niumero de 100
larvas de tercer instar a cada concentracion evaluada, en los cruces Estandar (ST)

y Alta Bioactivacion (HB). Cada concentracion se evaluo por triplicado.

7.2.2. Aceite esencial

En la evaluacion de la toxicidad del aceite esencial se sometié un numero de 100
larvas de tercer instar procedentes de los cruces ST y HB, en cada una de las
concentraciones empleadas , este procedimiento se realizo en dos etapas: En la
primera, se evaluaron cuatro concentraciones que fueron de 0.01, 0.05, 0.1 y
0.5%(p/v) en una segunda etapa se emplearon concentraciones de 0.5, 1, 1.5,
2%(p/v) y estas fueron comparadas con un control negativo(Tween 80 al 3.5%).

Cada concentracion se evaluo por triplicado.

7.2.3. Cruce estandar

Las hembras de las cepas flr¥/In (3LR) TM3, ri p° sep 1(3)89Aa bx**® y Bd® fueron

cruzadas con machos del linaje mwh/mwh
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7.2.4. Cruce alta bioactivacion

En este caso las hembras de la cepa ORR/ORR; flr¥/In (3LR) TM3, ri p° sepl
(3)89Aa bx>*® y Bd® fueron cruzadas con machos del linaje mwh/mwh.

7.2.5. Tratamiento de individuos

Después de realizados los cruces se procedié al recuento de las larvas de tercer
instar (ver fotografia 3) procedentes de los cruce Estandar y Alta Bioactivacion. En
un numero inicial de 100 larvas por cada concentracion de muestra empleada en
cada experimentacion, fueron trasladados a sus respectivos frascos que contenian
1.5g de Drosophila Instant Médium (Carolina Biological Supply, Burlington) y 5 mL

de la muestra por un lapso de 48 horas.

Una vez desarrolladas las larvas que sobrevivieron hasta convertirse en moscas
adultas, fueron recontadas y recolectadas en frascos con etanol al 70% para su
mantenimiento .Este procedimiento se realizaron para cada una de las 2 etapas
bajo las mismas condiciones de 25°C y 60% de humedad relativa. Tomando
encuentra el porcentaje de sobrevivencia se pudo elegir las concentraciones
adecuadas para la evaluacion de la genotoxicidad mediante lectura de alas de los

individuos recolectados.

7.2.6. Andlisis de alas

Para el analisis de las alas tanto del cruce Estandar como el cruce de Alta
Bioactivacién se toman en cuenta los genotipos Trans-heterocigoto (mwh/flr®) y
Heterocigoto (mwh/TM3),tanto de machos como de hembras que fueron fijadas
con solucién de Faure en portaobjetos, segtn el procedimiento de Graf et al®*®°.
La lectura se realizo tomando en cuenta las diferentes aéreas en que se subdivide
el ala de la mosca descrita por Graf y col. (1984), donde se buscan marcadores

genéticos fI* o mwh.?®®" (ver fotografia 4)
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Fotografia 3. Larva de Drosophila melanogaster en su tercer estadio

Fuente Instituto de investigaciones farmaco Bioquimicas 05/08/09.

Fotografia 4. Alas adultas de Drosophila melanogaster

Fuente Instituto de investigaciones farmaco Bioquimicas 05/08/09.

> Marcador genético mwh
En este marcador se observa el crecimiento de tres 0 mas tricomonas en lugar de

uno.
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> Marcador genético flr®
Este marcador posee la caracteristica de presentar una base ensanchada

respecto a la base delgada que presentan los pelos normales®

7.2.7. CLASIFICACION DE MANCHAS

La clasificacion de las manchas en las areas de lectura con alteraciones
fenotipicas de los tricomas (manchas), se realizo mediante el método descrito por

Graf U.1984. Tomando en cuenta el tipo y tamafio de su expresion:

e MANCHAS SIMPLES

Fueron clasificadas dentro este tipo, aquellas manchas que

presentaban la expresion del fenotipo mwh o flr®.

v' Manchas simples pequefnas (MSP)
Cuando el nimero de células afectadas fue de 1 o 2 como se

muestra en la fotografia 5.
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Mancha simple
Peauefia (mwh)

Fotografia 5. mancha simple pequefia mwh.

4 Manchas Simples Grandes (MSG)
Cuando el numero de células afectadas fue mayor a 2 como se

puede ver en las fotografias 6 y 7

Mancha simple
Grande (mwh)

Fotografia 6. Mancha simple grande mwh.
Fuente: Instituto de investigaciones farmaco bioquimicas.2009
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{ Mancha simple
~ Grande (FIr®)

Fotografia 7. mancha simple pequefia fir’.
Fuente: Dra. Heloisa Rodrigues 2003

e Mancha Gemela (MG)

Fueron clasificadas dentro este tipo, aquellas manchas que expresaban el
fenotipo mwh y flr® ubicados de forma adyacente (ver fotografia 8).

Mancha Gemela

Fotografia 8. manchas gemelas — mwh 'y flr.
Fuente: Instituto de investigaciones farmaco bioquimicas.2009
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7.3. ANALISIS ESTADISTICO
El analisis estadistico empleado para el Test SMART segun la explicacién de Graf
fue el Test binomial de Kastenbaum — Bowman, el cual se basa en la formulacion
de dos hipotesis que permiten distinguir si un resultado es positivo 0 negativo o
inclusivo® .

e Hipotesis nula (Ho)

Cuando no existe diferencia en la frecuencia de manchas halladas en las muestras

tratadas y el control negativo.

e Hipdtesis alterna (Hi)

Cuando la frecuencia de manchas halladas en las muestras tratadas es

mayor a la frecuencia de machas del control negativo.
Las respuestas generadas en base a estas hipétesis son:

e Respuesta positiva

Cuando la frecuencia de manchas de los tratamientos es dos veces mayor

(m=2) a la frecuencia encontrada en el control negativo. Entonces se rechaza la
hipétesis Nula (Ho).

e Respuesta negativa

Cuando la frecuencia de manchas de los tratamientos es menor a la

frecuencia encontrada en el control negativo. Entonces se rechaza la hipotesis
Alterna (Hi).
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e Respuesta inconclusiva

Cuando ambas hipétesis son excluyentes ya que los datos obtenidos no

fueron significativos como para generar un resultado positivo.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

Las hojas de Piper elongatum se han recolectado en el canton de Chicaloma,
poblacidon de Irupana. Y ha sido identificada por el Herbario Nacional de Bolivia

Voucher 1p. (Ver anexo 2):

Las hojas secas de la planta fueron sometidas a una extraccion por arrastre de
vapor para obtener el aceite esencial, con un rendimiento del 3.26% (15 ml); por
otra parte se ha medido la densidad del aceite determinandose una & de 0.996

g/ml.

Por otra parte, hojas secas de P. elongatum, fueron sometidas a una extraccion
con etanol, durante 48 hrs., el cual posteriormente fue filtrado y el solvente
evaporado, obteniéndose asi el extracto total etandlico, con un porcentaje de

rendimiento del 8%.

Tanto el aceite esencial y el extracto etandlico obtenido, se han utilizado para

realizar los ensayos de toxicidad y genotoxicidad mediante la prueba de SMART.
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8.1 EVALUACION DE LA TOXICIDAD DE Piper elongatum Vahl MEDIANTE
LA PRUEBA DE SMART.

Para la determinacion de la toxicidad del extracto etandlico y el aceite esencial, se
emplearon un numero de 100 larvas de tercer instar de Drosophila melanogaster a
diferentes concentraciones, tanto para el cruce Estandar (ST) como para el cruce
de alta Bioactivacion (HB), utilizando como control negativo Tween al 3.5%
(disolvente del extracto y aceite esencial). Se utiliza como parametro para
determinar la toxicidad de un compuesto el % de sobrevivencia de los individuos
tratados, considerando una dosis toxica cuando el % de sobrevivencia es a <

60% y una dosis sub-toxica cuando él % de sobrevivencia es > 60% *°

8.1.1 Extracto etandlico

La evaluacion de la toxicidad del extracto etandlico de P. elongatum, se realizd en
dos etapas: en la primera se evaluaron cuatro concentraciones: 10, 25, 50y 75
mg/ml y en la segunda etapa se analizaron concentraciones de 25, 50, 75y 100
mg/ml, obteniendo como resultado un porcentaje de sobrevivencia de imagos
sobre las larvas de tercer instar de D. melanogaster inversamente proporcional, a
las concentraciones empleadas para ambos cruces estandar (ST) y de Alta

Bioactivacion ( HB), como se puede observar en la tabla 3 y grafica 1.

Tabla 3. Porcentaje de sobrevivencia de larvas de tercer instar sometidas a
Diferentes concentraciones de extracto etanélico de P. elongatum

Concentraciones evaluadas % DE SOBREVIVENCIA
(mg/ml) Cruce ST Cruce HB
10 99,0 +1 94,0+0
25 84,0 £12 84,5+0.5
50 75,0 £9 79,0+1
75 66,0 £10 68,0+0
100 48,0 £0 61,0+0
C.N. 100,0+ 0 96,5+ 0.5
0,05uM 62,5 +0.05 65 +0.1

C.N=Control negativo: tween 80 al 3.5%
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Grafica 1. Porcentaje de sobrevivencia de larvas de tercer instar sometidas a
Diferentes concentraciones de extracto etanélico de P. elongatum

Como se observa en la tabla 3 y la grafica 1, los resultados obtenidos muestran
gque a la minima concentracion de 10 mg/ml el porcentaje de imagos
sobrevivientes en el cruce estandar (ST) es de 99% y en el cruce de Alta
Bioactivacion (HB) es del 94%; a la concentracion méaxima de 100 mg/ml el
porcentaje de sobrevivencia es de 48% para el cruce ST y de 61% para el cruce
HB.

Estos resultados nos muestran que el extracto etandlico de P. elongatum no
presentan toxicidad a concentraciones menores a 75 mg/ml, 66 % y 68 %
sobrevivencia para el cruce ST y HB respectivamente; sin embargo por encima de
100 mg/ml, el % de sobrevivencia es bajo (< 61%), para ambos cruces, por lo que

esta dosis se considera toxica.

Los datos obtenidos en este ensayo de toxicidad, han permitido determinar las
concentraciones subtoxicas a utilizar en la evaluacion de la genotoxicidad del
extracto etandlico de P. elongatum, definiéndose que las concentraciones

utilizadas en el ensayo seran inferiores a 75 mg/ml para ambos cruces ST y HB.
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8.1.2 Aceite esencial

Para determinar la toxicidad del aceite esencial de las hojas de P. elongatum, se
evaluaron inicialmente concentraciones de 0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1, 1.5y 2 % (p/v)
las cuales mostraron un porcentaje de sobrevivencia inversamente proporcional a
las dosis administradas, en el cruce estandar (ST) y de Alta Bioactivaciéon (HB),
como se puede observa en la tabla 4 y grafica 2

Tabla 4. Porcentaje de sobrevivencia de larvas de tercer instar sometidas a
diferentes concentraciones de aceite esencial de P. elongatum.

Concentraciones

evaluadas % DE SOBREVIVENCIA

(%) Cruce ST Cruce HB
0.01 96 96
0.05 80 90
0.10 84 92
0.50 80 76
1.00 46 58
1.50 4 7
2.00 0 0
C. N. 91.5 82.5

0,05uM 62,5 65

C.N.=Control negativo: Tween 80 al 3.5%
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Grafica 2. Porcentaje de sobrevivencia de larvas de tercer instar sometidas a
diferentes concentraciones de aceite esencial de P. elongatum.

La tabla 4 y el grafico 2 muestran que a concentraciones inferiores o iguales
a 0.5%, se observa que el porcentaje de sobrevivencia esta con una rango de 80-
96% para el cruce ST y del 76-96% para el cruce HB; por otra parte a
concentraciones superiores a 0.5%, el porcentaje de sobrevivencia es bajo, en un
rango entre 46- 0 para el cruce ST y de 58-0 para el cruce HB.

El analisis de los datos obtenidos indican que el aceite esencial a
concentraciones superiores a 1%, porcentaje de sobrevivencia de los individuos <
61%, por lo que es considerado toxica. Concentraciones iguales o inferiores a
0.5%, son las concentraciones consideradas sub-toxicas, debido a que el
porcentaje de sobrevivencia de individuos es mayor a 61%. Por lo tanto para la
evaluacion del potencial genotoxico del aceite esencial de P. elongatum, se

utilizaran concentraciones menores al 0.5%.
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En ambos casos, extracto etandlico y aceite esencial, se ha
observado un comportamiento similar, una relacién inversamente proporcional
entre las concentraciones evaluadas y el % de sobrevivencia de los individuos

para am bos cruces.

El andlisis de los datos de este ensayo, nos ha permitido determinar
las concentraciones sub-toxicas, que para el extracto etandlico de P. elongatum es
menor o igual a 75 mg/ml y para el aceite esencial menor o igual a 0.5% (p/v),
concentraciones que seran utilizadas para la determinacidon del potencial

genotoxico de ambas muestras.
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8.2.EVALUACION DEL POTENCIAL GENOTOXICO DE EXTRACTO
ETANOLICO DE Piper elongatum Vahl.

Para la evaluacion del potencial genotdxico se tomaron en cuenta el nimero de
moscas nacidas, que llegaron a su etapa adulta, las que posteriormente fueron
recolectadas en etanol al 70% para proceder al montaje de alas (anexo 4 ) para
cada cruce (ST y HB) y genotipo (heterocigoto y trans- heterocigoto) de donde se

obtuvieron la frecuencia de pelos mutados presentes en cada ala.

8.2.1. Cruce estandar

De las larvas que se sometieron al tratamiento crénico con el extracto a
concentraciones de 25, 50 y 75 mg/ml, durante 48 horas, se han obtenido los
datos del porcentaje de sobrevivencia tanto para el cruce ST y el cruce HB,
analizandose el genotipo trans-heterocigoto; se evidencia una frecuencia de 1.18
de manchas simples pequefias MSP/mosca a la concentracion de 25mg/ml y una
frecuencia de 0.45 MSP/mosca a una concentracion de 75mg/ml del extracto
etandlico de P. elongatum. En el control negativo se observo una frecuencia de
1.53 MSP/mosca (Tabla 5).
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Tabla 5. Analisis Estadistico del Potencial Genotéxico del extracto etanolico de P. elongatum mediante Cruce Estandar

Manchas por

estadistico®

mosca ( N° de manchas ) diagnostico

Manchas Manchas
N° de Simples Simples Manchas Total de Total de
Genotipos Concentracibn moscas Pequefas Grandes Gemelas Manchas manchas
(mg/ml) (N) (1-2 céls)® (>2 céls)® mwh®
m=2 m=>5 m=5 m=2 (n)
mwh/fir® 0 30 1,53 (46) 0,20 (06) 0,10 (03) 1,83 (55) 131
25 40 1,18 (47) - 0,23 (09) 0,10 (04) i 1,50 (60) - 82
50 40 0,33 (13) - 0,18 (07) 0,05 (02) i 055 (22) - 88
75 40 0,45 (18) - 0,00 (00) 0,00 (0O) - 045 (18) - 23
MMC 0.05mM 20 9,90 198 + 3,35 (67) 0,25 (05) i 13,50 (270) + 265

(Control Positivo)

Diagndstico estadistico de acuerdo con Frei y Wiirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. m, factor de multiplicacién a fin de

evaluar los resultados significativamente negativos. Niveles de significancia a = 0,05.

®Incluso las manchas simples fir® raras.

‘Considerando los clones mwh para las manchas simples mwh y para las manchas gemelas.

Control positivo: Mitomicina C 0.05 mM (0.016mg/ml)
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En este cruce la mayor frecuencia observada corresponde al control negativo,
observandose una disminucién proporcional en la frecuencia de manchas con
relacion a la concentracion para los grupos con tratamiento, para MSP. Los valores
obtenidos mediante el paquete estadistico, muestran resultados negativos para la
actividad genotoxica del extracto a las 3 concentraciones evaluadas.

Para las Manchas Simples Grandes, a la concentracion de 25mg/ml se observo una
frecuencia de 0.23 (MSG)/mosca, comparado con el control negativo que fue de 0.20
(MSG)/mosca, no representa significancia estadistica.

La frecuencia de Mancha Gemela (MG) encontradas en el control negativo es de 0.1
MG/mosca a una concentracion de 25mg/ml; una frecuencia de 0.10 MG/mosca a 50
mg/ml y una frecuencia de 0.05 MG/mosca a la concentracion de 75 mg/kg, estos

datos nos reportan la ausencia de Manchas Gemelas.

Los datos obtenidos nos refieren que el extracto etandlico a las concentraciones
evaluadas no presenta dafio genotdxicos, debido a que las frecuencias de manchas
encontradas son inferiores respecto al control negativo, lo que nos indica que la
genotoxicidad para el cruce ST el genotipo trans- heterocigoto, es negativo de

acuerdo a los datos obtenidos mediante el paquete estadistico empleado.
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8.2.2. Cruce Alta Bioactivacién

En los datos obtenidos en el cruce HB, se analizo el genotipo trans-
heterocigoto, reportados en la tabla 4; donde se observa una frecuencia de 1.0
MSP/moscas para el control negativo, lo cual es superior a las frecuencias obtenidas
en los tratamientos con las diferentes concentraciones del extracto, mostrando en
estos un rango que varia de 0.10 a 0.80 MSP/mosca, reportandose el resultado
como negativo para la actividad genotéxica del extracto etanolico, segun el analisis

estadistico aplicado.

Para el marcador MSG la frecuencia encontrada en el control negativo es de 0.30
MSG/mosca, la cual es mayor a las frecuencias obtenidas en los tratamientos con el
extracto, que varia en un rango entre 0.10 a 0.13 MSG/mosca, datos que nos
permiten determinar la actividad genotoxica del extracto como negativo, para este

marcador a las concentraciones evaluadas.

No se observo ningin marcador de mancha gemela (MG) en los tres tratamientos
con el extracto; en el control negativo nos dio un frecuencia de 0.15 MG/mosca,
estos datos nos permiten establecer que la actividad genotdxica del extracto es

negativa.

Los resultados que se presentan en la tabla 6, nos muestran que el extracto
no es genotoxicos ya que la frecuencia de manchas encontradas es menor a la
frecuencia del control negativo. Incluso se tiene ausencia de manchas gemelas que
es un marcador relevante para la determinacién de la genotoxicidad producida.
Confirmando de esta manera que el extracto a las concentraciones evaluadas no es

genotoxico
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Tabla 6. Andlisis Estadistico del Potencial Genotoxico del extracto etandlico de P. elongatum mediante Cruce Alta Bioactivacion

Manchas por

estadistico?®

mosca ( N°

de manchas ) diagnostico

Manchas Manchas
N° de Simples Simples Manchas Total de Total de
Genotipo  Concentracién moscas Pequefas Grandes Gemelas Manchas manchas
(mg/ml) (N) (1-2 céls)®  (>2 céls)® mwh®
m=2 m=5 m=>5 m=2 (n)
mwh/flr® 0 20 1,00 (20) 0,30 (06) 0,15 (03) 1,45 (29) 59
25 30 0,53 (16) - 0,10 (03) - 0,00 (00) - 0,63 (19 30
50 30 0,80 (24) - 0,13 (04) - 0,00 (00) - 0,93 (28) 40
75 30 0,10 (03) - 0,10 (03) - 0,00 (00) - 0,20 (06) 18
MMC 0.05mM
(Control
Positivo) 20 470 (94 + 220 (44) + 0,45 (03) i 7,05 (141) + 138

Diagndstico estadistico de acuerdo con Frei y Wiirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. m, factor de

evaluar los resultados significativamente negativos. Niveles de significancia a = 0,05

®Incluso las manchas simples fir® raras.

‘Considerando los clones mwh para las manchas simples mwh y para las manchas gemelas.

Control positivo: Mitomicina C 0.05 mM (0.016mg/ml)

multiplicacion a fin de
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Realizando el analisis comparativo de la frecuencia total de manchas entre el
cruce STy HB; se puede observar que la frecuencia maxima es de 1.5
total de manchas (TM)/mosca a 25 mg/ml y la minima frecuencia de 0.45 a una
concentracion de 75 mg/ml para el cruce ST; para el cruce HB la frecuencia
méxima es de 0.93 TM/mosca a 50 mg/ml y la frecuencia minima es de 0.45 a
75 mg/ml como se puede observar en la Grafica 3.
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Grafica 3. Comparacion de la frecuencia total de Manchas encontrada en el cruce
Estandar y Alta Bioactivacion, después del tratamiento con el extracto etandlico de P.

elongatum.

El andlisis comparativo del total de manchas entre el cruce STy HB en
relacion al control negativo, nos demuestran que el extracto etandlico de P.
elongatum, no presenta un efecto genotdoxico a las concentraciones

evaluadas.
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8.3. EVALUACION DEL POTENCIAL GENOTOXICO DEL ACEITE
ESENCIAL DE Piper elongatum Vahl

8.3.1. Cruce Estandar

Las larvas de tercer instar del cruce ST fueron sometidas a tratamiento cronico,
por 48 horas, a las concentraciones sub- toxicas encontradas en la evaluacion
de toxicidad 0.01, 0.05, 0.1 y 0.5 %, analizandose el genotipo trans-
heterocigoto. Los datos obtenidos permiten determinar una frecuencia de 0.40
manchas simples pequefias MSP/mosca, a una concentraciéon de 0.01% y
0.05% del aceite esencial de P. elongatum; a una concentracion maxima de
0.5% la frecuencia encontrada fue de 0.75 MSP/mosca; en el control negativo

la frecuencia de manchas encontradas fue de 1.00 MSP/mosca (ver Tabla 7).
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Tabla 7. Andlisis Estadistico del Potencial Genotdxico del Aceite esencial de P. elongatum mediante Cruce Estandar

Manchas por mosca ( N° de manchas ) diagnostico estadistico?®

Manchas Manchas
N° de Simples Simples Manchas Total de
Genotipo Concentracion moscas Pequefias Grandes Gemelas Total de Manchas manchas
(mg/ml) (N) (1-2 céls)® (>2 céls)® mwh?®
m=2 m=>5 m=>5 m=2 (n)
mwh/fir® 0 20 1,00 (20) 0,30 (06) 0,15 (03) 1,45 (29) 59
0,01 20 0,40 (08) - 0,05 (01) - 0,00 (00) - 0,45 (09) - 11
0,05 20 0,40 (08) - 0,10 (02) - 0,00 (00) - 0,50 (20) - 28
0,1 20 0,60 (12) - 0,10 (02) - 0,00 (00) - 0,70 (14) - 16
0,5 20 0,75 (15) - 0,25 (05) i 0,05 (01) i 1,05 (21) - 57
MMC 0.05mM
(Co_n_trol 20 9,90 198 + 3,35 (67) + 0,25 (05) i 13,50 (270) + 265
Positivo)

Diagndstico estadistico de acuerdo con Frei y Wiirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. m, factor de multiplicacion a fin de
evaluar los resultados significativamente negativos. Niveles de significancia a = 0,05

®Incluso las manchas simples flr° raras.

‘Considerando los clones mwh para las manchas simples mwh y para las manchas gemelas.

Control positivo: Mitomicina C 0.05 mM (0.016mg/ml)
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En este cruce, la mayor frecuencia observada, respecto a MSP corresponde al
control negativo, y los resultados demuestran una disminucién en la frecuencia
de manchas en relacion a la concentracion de cada tratamiento. La
interpretacion de estos valores mediante el paquete estadistico, demuestra un
resultado negativo para la actividad genotoxica del aceite esencial, a las

concentraciones evaluadas.

Respecto a las manchas simples grandes (MSG), la frecuencia encontrada fue
de 0.05 MSG/mosca a una concentracion de 0.01% y de 0.25 a una
concentracion 0.5%; las cuales estan por debajo de la frecuencia del control
0.30 MSG/mosca, informacion que permite determinar que la genotoxicidad

frente a este marcador es negativa.

En cuanto a la frecuencia de mancha gemela (MG), se ha determinado 0.15
MG/mosca para el control negativo. Comparando con los grupos de
tratamiento, se ha observado que el rango de frecuencia de manchas esta por
debajo, entre 0.00 - 0.05 MG/mosca. De acuerdo al analisis estadistico. Estos
datos nos indican que el aceite esencial no presenta actividad genotéxica a
ninguna de las concentraciones evaluadas, en comparacién con el control

negativo.

Los resultados obtenidos muestran que en ninguno de los marcadores
analizados MSP, MSG y MG, el aceite esencial a concentraciones de 0.01,
0.05 y 0.1 % no presenta genotoxicidad; sin embargo a la concentracién de
0.5% los resultados obtenidos son inconclusos debido a que el numero de
manchas encontradas no son suficientes para poder establecer si el aceite

esencial no presenta genotoxicidad a esa concentracion
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8.3.2. Cruce Alta Bioactivacion

En los datos obtenidos en el cruce HB se analizo el genotipo trans-heterocigoto

los cuales se reportan en la tabla 8.

El andlisis de los datos de las manchas simples pequefias (MSP), se observo
una frecuencia de 1.0 MSP/moscas, para el control negativo, que es superior a
las frecuencias obtenidas en los tratamientos con el aceite esencial de P.
elongatum, que varia en un rango de 0.70 a 0.10 MSP/mosca, llegando a
reportar. Comparando estos datos con el control negativo, aplicando el analisis
estadistico, nos permiten determinar que el aceite esencial no es genotoxico a

las concentraciones evaluadas.

Para el marcador MSG, la frecuencia encontrada en el control negativo es de
0.30 MSG/mosca, mayor a la frecuencia de los tratamientos con el aceite
esencial, en un rango que varia entre 0.05 a 0.07 MSG/mosca para la minima y

maxima concentracion empleada respectivamente.

Por otra parte respecto al marcador de manchas gemelas MG, no se ha
observado presencia de las mismas a las concentraciones evaluadas, a
excepcion del control negativo que presentd una frecuencia de 0.15 MG/mosca,
lo cual nos demuestra que los resultados son negativos. Determinandose, que
el aceite esencial no es genotoxico para este marcador a las concentraciones
evaluadas, ya que los resultados evidencian que la frecuencia de manchas
encontradas esta significativamente mas bajo que la frecuencia del control

negativo.
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Tabla 8. Analisis Estadistico del Potencial Genotéxico del aceite esencial de P.elongatum mediante Cruce Alta Bioactivacion

Manchas por mosca ( N° de manchas ) diagnostico
estadistico®

Manchas Manchas

N° de Simples Simples Manchas Total de Total de
Genotipo Concentracibn moscas Pequefias Grandes Gemelas Manchas manchas
(mg/ml) (N) (1-2 céls)® (>2 céls)® mwh®

m=2 m=>5 m=>5 m =2 (n)

mwh/flr® 0 20 1,00 (20) 0,30 (06) 0,15 (03) 1,45 (29) 59

0,01 20 0,70 (14) - 0,05 (01) - 0,00 (00) - 0,75 (15) - 14

0,05 20 0,15 (03) - 0,00 (00) - 0,00 (0O) - 0,05 (03) - 4

0,1 20 0,10 (02) - 0,05 (01) - 0,00 (00) - 0,05 (03) - 11

0,5 15 0,53 (08) - 0,07 (01) - 0,00 (0O) i 0,60 (09) - 11

MMC 0.05mM
(Contr. Positiv.) 20 4,70 (94) + 2,20 (44) + 0,15 (03) i 7,05 (141)

+

138

®Diagndstico estadistico de acuerdo con Frei y Wirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. m, factor de multiplicacion
a fin de evaluar los resultados significativamente negativos. Niveles de significancia a = 0,05.

®Incluso las manchas simples fIr® raras.

“Considerando los clones mwh para las manchas simples mwh y para las manchas gemelas.

Control positivo: Mitomicina C 0.05 mM (0.016mg/ml)
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En el Gréfico 4, se muestra la comparacion del total de manchas TM del cruce
ST y HB del aceite esencial de P. elongatum. Donde podemos observar que la
frecuencia del total de manchas para el cruce ST aumenta en relacion a las
concentraciones evaluadas, sin embargo estos datos son menores que el

obtenido para el control.

Por otro lado, la frecuencia del total de manchas para el cruce HB, no presenta
un comportamiento similar que el ST, observandose una frecuencia de 0.75
TM/mosca a la concentracion de 0.01 %, mayor que los obtenidos para
concentraciones superiores como es el caso del 0.5%, sin embargo estos datos

de frecuencia son menores que el obtenido para el control 1.45 TM/moscas.

1,2 A

’

0,8 A
mSsT

0,6 mHB

frecuenciade manchas totales

CN 0,01 0,05 0,1 0,5

concentraciones

Grafica 4. Comparacion de la frecuencia total de Manchas en el Cruce Estandar y Alta

Bioactivacion, después del tratamiento con aceite esencial P. elongatum.

En el grafico 4 se puede observar que a las concentraciones evaluadas
del aceite esencial, la frecuencia total de manchas es menor tanto para el cruce

ST y HB, respecto al control negativo.

El andlisis estadistico de todos estos datos nos indica, que el aceite esencial no
evidencia actividad genotoxica mediante la técnica de SMART.
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La observacion de una baja frecuencia de MSP/mosca en el cruce ST, a las
concentraciones evaluadas, tanto para el extracto etandlico como el aceite
esencial, nos indican que sus componentes son de accion directa, pues cuando
un compuesto actia de manera directa normalmente se producen dafios
genéticos tardios, esto debido a que los compuestos necesitan activarse para
poseer actividad , dando como expresion fenotipica la formacion de mayor
namero de manchas simples pequefas, en relacidon a las manchas simples
grandes, las cuales se presentan cuando el compuesto actla en las etapas

iniciales de divisién mitética. °

Un comportamiento similar se observo en las moscas provenientes del cruce
HB, dando un resultado de actividad genotoxica negativa para todas
concentraciones evaluadas, tanto para el marcador mancha simple pequefa y
mancha simple grande. Estos resultados sugieren que los compuestos
presentes en el extracto y aceite esencial al pasar por la ruta metabdlica via
Citocromo P-450 se convierten en metabolitos menos activos , que aquellos
que sufren metabolizacion, considerando que el Cruce HB posee un nivel
elevado del citocromo P-450 en comparacion con el cruce ST, sugiriendo asi
que el extracto no posee capacidad pro- mutagenica 0 sus componentes no
sufren metabolizacion por la Via Citocromo P — 450, mediante la prueba de

mutacion y recombinacién somatica®

Es importante esta observacidn pues existen compuestos que reportaron
resultados negativos en el cruce ST, detectandose que su actividad mutagénica
solo mediante el cruce HB, tal es el caso de nitro derivados®®, o compuestos

como el safrol y eugenol, que son genotoxicos de accion directa.

Los resultados obtenidos en la evaluacién genotdxica del extracto etandlico
muestran que el mismo no es genotdxico, mediante el cruce ST en D.
melanogaster, debido a que la frecuencia total de manchas encontradas en
las tres concentraciones evaluadas son inferiores a las del control negativo.
Respecto al aceite esencial los datos obtenidos muestran un comportamiento

similar a los del extracto etandlico, debido a que a las concentraciones
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evaluadas dieron una frecuencia total de manchas para el cruce ST que son

menores a las del control negativo.

Si comparamos las frecuencias de manchas totales encontradas tanto en el
extracto etandlico como en el aceite esencial de P. elongatum Vahl, con las de
la Mitomicina C, se observa que las frecuencias encontradas en el aceite
esencial son significativamente inferiores a las frecuencias de Manchas
Totales reportadas con Mitomicina C, a concentraciones de 0.05 mM
(0.016mg/ml)™

La frecuencia total de manchas en las moscas trans-heterocigotas no posee un
incremento estadisticamente significativo, interpretando este resultado como
negativo para el cruce ST, lo que significa que tanto el extracto etandlico y el
aceite esencial no son capaces de producir mutaciones puntuales, disyuncion,
deleciébn o recombinacion, sugiriendo asi que ambas muestras no poseen
actividad mutagénica directa mediante el Test de Mutacién y Recombinacién

Somatica.

En el presente estudio, el aceite esencial y el extracto etandlico de P.
elongatum, tanto para los mutagenos directos como los indirectos en las
concentraciones evaluadas, nos da una respuesta negativa, razén por la cual
se descarta a la especie vegetal P. elongatum Vahl como agente
recombinogénico, mediante la prueba de SMART, debido a que el total de
manchas no presenta un incremento estadistidicamente significativo dando
como expresion fenotipica la formacion de Manchas Simples Pequefias en un
namero mayor a las Manchas Simples Grandes y la ausencia de Manchas
Gemelas nulas. En la mayoria de los casos, estas ultimas son producidas
exclusivamente por la recombinacién mitética, lo que indica que, tanto el aceite
esencial como el extracto etanolico no inducen a una recombinacién mitotica en
forma directa sobre el DNA ni de manera indirecta, en cuanto a las manchas

simples pueden ser producidas por varios mecanismos.?

El analisis de los datos obtenidos en este estudio sugieren que el extracto

etandlico y el aceite esencial, no poseen la capacidad de promover el
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desarrollo de procesos cancerigenos, debido a que el proceso de
recombinacién mitética inhibe la accion de los genes supresores de tumores

siendo en muchos casos un factor desencadenante de cancer.
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9. CONCLUSIONES

La identificacion taxonomica realizada en el Herbario Nacional de Bolivia
confirma que las plantas colectadas corresponden a la especie Piper

elongatum Vahl.

Concentraciones superiores a 75mg/ml del extracto etandlico de Piper
elongatum Vahl son téxicas para evaluar genotoxicidad en Drosophila

melanogaster.

Concentraciones superiores a 0.5% p/v del aceite esencial de Piper elongatum
Vahl son toxicas para evaluar genotoxicidad en Drosophila melanogaster.

El extracto total etandlico de P. elongatum no ejerce una actividad genotédxica
directa y tampoco una actividad genotoxica indirecta detectada por el test de

mutacion y recombinacion somatica SMART de Drosophila melanogaster.

El aceite esencial de P. elongatum no demuestra actividad genotoéxica directa
y tampoco actividad genotédxica indirecta detectada por el test de mutacién y

recombinacién somatica SMART de Drosophila melanogaster.

El estudio de la genotoxicidad de esta planta P. elongatum, es relevante ya que
es una especie ampliamente utilizada en la medicina tradicional boliviana por
sus propiedades cicatrizantes y antiinflamatorias, y es importante contar con

este tipo de estudios que reportan datos importantes para la salud publica.
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10. RECOMENDACIONES

Con respecto a los resultados obtenidos en el presente trabajo con ayuda del
test de SMART se recomienda realizar mas pruebas de genotoxicidad en los
sistemas de ensayo de eucariotas para una evaluacion final. De esta manera
poder tener la certeza que un compuesto pueda ser declarado no genotoxico
dando resultados por lo menos en tres pruebas de genotoxicidad, en
organismos complejos (no bacterias) que tengan la capacidad de producir
aberraciones cromosomicas’’. Asi también se recomienda profundizar el

estudio sobre la toxicidad del aceite esencial.
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Base genética de la prueba de SMART en alas, ilustrando las diferentes
formas de pelos cuando ocurre la formacion de manchas expresando los
genes marcadores mwhy flr’.note que los cromosomas homdélogos se

encuentran duplicados antes de la mitosis
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Anexo 2.

PLANTAS COLECTADAS POR: ANA PAULA JIMENEZ DASILBA
Determinadas por: Emilia Garcia y Javier Quisbert

Fecha: marzo de 2008

1 Piperaceae Piper acutifolium Ruiz & Pav.

2 Piperaceae Piper elongatum Vahl
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Anexo 3
Estufa de secado mArca Binder

Fotografia tomada en el Instituto de Investigaciones Farmaco Bioquimicas
Tomada en abril del 2008

Fotografia tomada en el Instituto de Investigaciones Farmaco Bioquimicas
Toma en fecha abril del 2008
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Proceso de filtracion del extracto
Fotografia tomada en el Instituto de Investigaciones Farmaco Bioquimicas

Wi, L=

Proceso de rota vaporacc')n del extracto etanolico de Piper elongatum Vahl
Fotografia tomada en el Instituto de Investigaciones Farmaco Bioquimicas
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ANEXO 4

e

Fotografia de Cruces entre mwh y flr3(Cruce ST); Mjmwh y ORR(Cruce HB)
tomada en el Instituto de Investigaciones Farmaco Bioquimica en fecha 23
de mayo del 2009

Montaje de alas conayuda de un estereomicroscopio marca Quimix
tomada en el Instituto de Investigaciones Farmaco Bioquimica en fecha 30
de mayo del 2009
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Proceso de sepracion de alas de las moscas, para procedeer al montaje de
las mismas en portaobjetos con ayuda de la goma arabiga
tomada en el Instituto de Investigaciones Farmaco Bioquimica en fecha 30
de mayo del 2009

Alas montadas en un porta objetos
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Fijacionde las alas de las mosca cxon tratamiento en plancha caliente
Modelo Quimix
tomada en el Instituto de Investigaciones Farmaco Bioquimica en fecha 30
de mayo del 2009

Placa con alas montads del cruce HB, (TM3), lista para la lectura
tomada en el Instituto de Investigaciones Farmaco Bioquimica en fecha junio
del 2009
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Antineoplésico. Son sustancias que impiden el desarrollo, crecimiento, y/o
proliferacion de células tumorales malignas. Estas sustancias pueden ser de

origen natural, sintético o semisintético.

Cancer. Es un conjunto de enfermedades en las cuales el organismo produce un
exceso de células malignas (conocidas como cancerigenas 0 cancerosas), con
crecimiento y division mas alla de los limites normales, (invasion del tejido

circundante y, a veces, metastasis).

Carcindgeno o cancerigeno. tanto fisico, como quimico o biolégico, es aquél que
puede actuar sobre los tejidos vivos de tal forma que produce céancer.
Generalmente, el término se refiere a aquellos agentes que han sido introducidos
por el hombre, pero puede usarse para toda sustancia que tiende a causar cancer.

Convencional. Que se acepta por acuerdo entre personas, empresas,
instituciones o paises: la longitud del metro es una medida convencional. Que es

muy comun o no tiene nada de espontaneo u original.

Disco imaginal. Son 6rganos de la mosca adulta se desarrollan a partir de sacos
epiteliales que crecen en el interior de la larva. Cada disco da lugar a un conjunto

de 6rganos determinados en adultos como 0jos, antenas o alas.

Embriogénesis. Proceso de division y diferenciacion celular que se inicia tras la
fertilizacion de los gametos para dar lugar al embridn, en las primeras fases de
desarrollo de los seres vivos pluricelulares. En el ser humano este proceso dura
unas ocho semanas, momento a partir del cual el producto de la concepcién acaba

su primera etapa de desarrollo y pasa a denominarse feto.

Etnia. "pueblo" o "nacion”, es una poblacion humana en la cual los miembros se
identifican entre ellos, normalmente con base en una real o presunta genealogia y

ascendencia comun, o en otros lazos histéricos.
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Fenotipo. Expresion del genotipo en un determinado ambiente. Los rasgos
fenotipicos incluyen rasgos tanto fisicos como conductuales. Es importante
destacar que el fenotipo no puede definirse como la "manifestacién visible" del
genotipo, pues a veces las caracteristicas que se estudian no son visibles en el

individuo, como es el caso de la presencia de una enzima.

Gameto. Son unas células sexuales haploides de organismos pluricelulares que
reciben nombres diferentes segun el sexo al cual pertenezcan y son mas
comunmente conocidos como o6vulos y espermatozoides. En otras palabras, son
células compuestas por un solo juego de cromosomas (es decir que tienen solo
una version de la informacion genética que determinara las caracteristicas fisicas
de la persona) que mas tarde se fusionaran con otro gameto del sexo opuesto

durante la fecundacion para formar el cigoto.

gen p53 .Gen del factor de transcripcion supresor de tumores en la especie
humana, cuyo dafio 0 mutacion parece ser responsable de méas del 60% de todos
los tumores cancerigenos. Si, a pesar de la presencia de la proteina p53, una
célula con su ADN dafiado comienza a dividirse de forma incontrolada, el gen p53

desencadena la apoptosis para prevenir la formacion del tumor.

Genética. Es el campo de la biologia que se encarga del estudio de la herencia y
de todo lo relacionado a ella. El concepto también hace referencia a aquello
perteneciente o relativa a la génesis u origen de las cosas. La genética, por lo
tanto, analiza como la herencia biolégica es transmitida de una generacion a la
siguiente, y cdémo se efectla el desarrollo de las caracteristicas que controlan

estos procesos.

Genoma. Es todo el material genético contenido en las células de un organismo
en particular. Por lo general, al hablar de genoma en los seres eucariéticos nos

referimos s6lo al ADN contenido en el nlcleo, organizado en cromosomas.
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Genotipo. Es el contenido genético (el genoma especifico) de un individuo, en
forma de ADN. Junto con la variacion ambiental que influye sobre el individuo,
codifica el fenotipo del individuo. De otro modo, el genotipo puede definirse como
el conjunto de genes de un organismo Yy el fenotipo como el conjunto de rasgos de
un organismo. Por tanto, los cientificos y los médicos hablan a veces por ejemplo
del genotipo de un cancer particular, separando asi la enfermedad del enfermo.
Aunque pueden cambiar los codones para distintos aminoacidos por una mutaciéon
aleatoria (cambiando la secuencia que codifica un gen), eso no altera

necesariamente el fenotipo.

Heterocigoto. (hetero, desigual; cigoto, huevo) (o hibrido) Individuo con alelos no
idénticos para un determinado gen o genes. La condicion se denomina
“heterocigosis”.es en Genética un individuo diploide que para un gen dado (locus),
tiene en cada uno de dos cromosomas homadlogos un alelo distinto, que posee dos
formas diferentes de un gen en particular; cada una heredada de cada uno de los
progenitores. Cada persona tiene 46 cromosomas agrupados en 23 pares.

Heterocigoto trans. Doble heterocigoto que contiene dos mutaciones dispuestas

en configuracion trans.

Inocuo: es libre de peligro, digno de confianza, que no produce injuria alguna.
Certeza que la ingestion del alimento no producira enfermedad, habida cuenta que
la manera y cantidad de ingestion sea la adecuada. Inocuo es sindnimo de seguro
en una de las acepciones del espafiol, pero no es aconsejable su uso porque se lo
puede confundir con seguridad alimentaria la que difiere de inocuidad de los

alimentos.

Leucemia. Es un grupo de enfermedades malignas de la médula 0sea (cancer
hematologico) que provoca un aumento incontrolado de leucocitos (glébulos

blancos) clénales en la médula 6sea, que suelen pasar a la sangre periférica
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aunque en ocasiones no lo hacen (leucemias aleucémicas). Ciertas proliferaciones

malignas de globulos rojos se incluyen entre las leucemias (eritroleucemia).

Mutacién. En genética y biologia, es una alteracién o cambio en la informacion
genética (genotipo) de un ser vivo y que, por lo tanto, va a producir un cambio de
caracteristicas, que se presenta subita y espontaneamente, y que se puede
transmitir o heredar a la descendencia. La unidad genética capaz de mutar es el
gen que es la unidad de informacion hereditaria que forma parte del ADN.

Mutacion genética. Cualquier cambio permanente en el ADN de una célula. Las
mutaciones pueden deberse a errores en el proceso de division celular o a la
exposicién a agentes presentes en el medioambiente y que puedan dafiar el ADN.
Las mutaciones pueden ser nocivas, benéficas o no tener efectos. Pueden
heredarse si se dan en células productoras de 6vulos o de esperma; no asi en
otros tipos de células. Ciertas mutaciones pueden causar cancer u otras

enfermedades.

Mutacion somética. Es aquella mutacion que afecta a las células somaticas del
individuo. Como consecuencia aparecen individuos mosaico (0 quimeras) que
poseen dos lineas celulares diferentes con distinto genotipo. Una vez que una
célula sufre una mutacion, todas las células que derivan de ella por divisiones
mitéticas heredaran la mutacion. Un individuo mosaico originado por una mutacion
somatica posee un grupo de ceélulas con un genotipo diferente al resto, cuanto
antes se haya dado la mutacion en el desarrollo del individuo mayor sera la
proporcion de células con distinto genotipo. En el supuesto de que la mutacion se
hubiera dado después de la primera division del cigoto (en estado de dos células),
la mitad de las células del individuo adulto tendrian un genotipo y la otra mitad otro
distinto. Las mutaciones que afectan solamente a las células de la linea somatica

no se transmiten a la siguiente generacion.
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Mutagénesis. Produccién de mutaciones sobre DNA, clonado o no. De realizarse
in Vitro, dicha alteracién puede realizarse al azar (mutagénesis al azar), sobre
cualquier secuencia, o bien de forma dirigida (mutagénesis dirigida) sobre una
secuencia conocida y en la posicion de interés. En el caso de realizarse in vivo,
sobre organismos y no sobre DNA clonado por tanto, se realiza a gran escala y sin
conocimiento de secuencia, empleando para ello sustancias denominadas

mutagenos.

Mutageno. Es un agente fisico o quimico que altera o cambia la informacion
genética (usualmente ADN) de un organismo y ello incrementa la frecuencia de

mutaciones por encima del nivel natural.

No Disyuncién. Fallo de los cromosomas homélogos o cromatides de segregarse
durante la mitosis o la meiosis, dando por resultado que una célula hija tenga dos

cromosomas parentales o dos cromatides y que la otra no tenga ninguno.

Nutracéutico. Palabra derivada de nutricion y farmacéutico, hace referencia a
todos aquellos alimentos que se proclaman como poseedores de un efecto
beneficioso sobre la salud humana. Estos alimentos a menudo se denominan
también alimentos funcionales. Del mismo modo, el término puede aplicarse a
compuestos quimicos individuales presentes en comidas comunes como algunos

fitoquimicos.

Recombinacién. La recombinacion genética es el proceso por el cual una hebra
de material genético (usualmente ADN; pero también puede ser ARN) es rota y
luego unida a una molécula de ADN diferente. La recombinacion de eucariotas
comunmente se produce durante la meiosis como entrecruzamiento cromosomico

entre los cromosomas apareados.
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Teratdégeno. Es cualquier agente que produce anomalias congénitas o aumenta
su frecuencia en la poblacion. Particularmente, los teratbgenos son aquellos
guimicos que al actuar cuando se forma el embrion (embriogénesis) interfieren con
su desarrollo normal, de lo que resultan diversas malformaciones organicas. En
ocasiones, un mismo compuesto actia como téxico o como teratégeno
dependiendo de la etapa en la cual se produjo la exposicion a él. Los teratdégenos,
durante las dos primeras semanas de desarrollo, pueden matar al embriéon o no
tener efecto alguno; asimismo, durante la formacion de los o6rganos (u
organogeénesis) alteran su desarrollo y pueden producir defectos congénitos

mayores, en particular de cerebro y ojos.

Teratogénesis. Proviene del griego teratos, que significa monstruo. El sentido
original de la palabra viene a referirse a malformaciones anatomicas
macroscopicas, aunque los conceptos actuales de este término se han expandido
para incluir anomalias del desarrollo mas sutiles, como el retraso del desarrollo
intrauterino, alteraciones de la conducta, muerte intrauterina y otras deficiencias

funcionales.

Toxico. Es toda sustancia quimica que, administrada a un organismo vivo, tiene

efectos nocivos. El estudio de los venenos es conocido como toxicologia.

Toxicologia. Es una rama de la medicina que estudia los efectos de las toxinas o
venenos vegetales, animales y minerales, tanto como tratamiento o intoxicacion.
También podria definirse a la Toxicologia como la disciplina que estudia los
efectos nocivos de los agentes quimicos y de los agentes fisicos (agentes toxicos)
en los sistemas bioldgicos y que establece, ademas, la magnitud del dafio en
funcién de la exposicion de los organismos vivos a dichos agentes. Se ocupa de la
naturaleza y de los mecanismos de las lesiones y de la evaluacion de los diversos

cambios biolégicos producidos por los agentes nocivos.
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Xenobiodtico. Compuesto externo a un organismo Vvivo que interacciona con él,

generalmente a través de alteraciones metabdlicas.
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