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RESUMEN

La especie vegetal Galipea longiflora Krause, conocida comunmente como
Evanta, es empleada por pobladores de las etnias Tsimane, Tacana y
Mosetene de Bolivia como planta medicinal. Actualmente esta especie se
encuentra siendo estudiada por sus propiedades leishmanicidas, es asi que
mediante diferentes evaluaciones se demostrd su actividad farmacoldgica, la
cual es atribuida a los alcaloides quinolinicos encontrados en los extractos de
Evanta. En el presente trabajo se determinoé la actividad genotéxica del extracto
total diclorometanico de corteza de Evanta, mediante la Prueba de Mutacién y
Recombinaciéon Somatica (SMART), que emplea a Drosophila melanogaster
(mosca de la fruta) como organismo experimental. Donde dos tipos de cruce
fueron empleados: Estandar (ST), en el cual hembras virgenes de la cepa fIr®
fueron cruzadas con machos del linaje mwh, este cruce es capaz de detectar
mutagenos de accion directa, y el cruce de Alta Bioactivacion (HB), donde se
cruzaron hembras virgenes de la cepa ORR con machos del linaje mwh, este
cruce posee la capacidad de detectar mutagenos de accion indirecta. Larvas de
tercer instar procedentes de ambos cruces fueron tratadas con concentraciones
sub-toxicas de 30, 60, 125, 250 y 500 ug/mL del extracto organico y un control
negativo, que fue el diluyente (Tween 80 1.3% y etanol 1.6%). Se emple6 como
control positivo datos histéricos de Mitomicina C, los cuales garantizaron la
actividad de las cepas. Los resultados obtenidos analizados mediante el
estadistico de Kastenbaum-Bowman (o= =0,05.), sugieren que el extracto
diclorometanico de Galipea longiflora K. no produce dafio genotdxico, a las
concentraciones evaluadas mediante la prueba SMART, en las condiciones
experimentales empleadas en el desarrollo del presente trabajo.



ABSTRACT

The vegetal species Galipea longiflora Krause, well-known commonly like
Evanta, is used by the people of de ethnic groups Tsimane, Tacana and
Mosetene of Bolivia, and used as medicinal drug. At the moment it is being
widely studied by his treatment of Leishmaniasis by means of different
evaluations that had demonstrated its pharmacology activity, which is attributed
to the present quinolines alkaloids in this species. In order to determine the
genotoxic activity of the diclorometanic total extract of crust of Evanta, it was
used the Test of Mutation and Recombination Somatic (SMART), which uses
Drosophila melanogaster (fruit fly) as though an experimental organism. Two
types of crossing were used: Standard (ST), where virgin females of the stock
flr* were crossed with males of the lineage mwh, which are able to detect
mutagens of direct action. And High Bioactivation crosses (HB); where a female
of stock ORR crosses with male’s mwh, this crossing has the capacity to detect
indirect mutagens. Larvaes of third instar, coming from these crossings were
treated with 30, 60, 125, 250 and 500 ug/mL of the extract and a negative
control (CN) which consisted a mixture of Tween 1, 3% and ethanol 1.6%. It was
also used an historic positive control of mitomycin C which garanticized the
activity of the stocks. The results obtained anglicized with the statistical of
Kastenbaum-Bowman, had suggested that the diclorometanc extract of Galipea
longiflora K. does not produce genotoxic damage with the concentrations

evaluated using SMART, in the experimental conditions.
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7. INTRODUCCION

Diversas plantas fueron empleadas en medicina desde el principio de los
tiempos, es por ello que alrededor de 7 mil de los farmacos mas empleados
en el mundo, provienen de conocimientos botanicos y farmacéuticos de los
pueblos indigenas (Betancourt A., 2002). En los ultimos afios el empleo de
plantas medicinales ha logrado gran impacto, asi lo confirma la OMS
(Organizacion Mundial de la Salud) la cual en 1996 indica que el 80 % de la
poblacion mundial depende, para la atencion primaria de su salud, de las

plantas medicinales (http://www.plantasmedicinales.org).

Debido a lo anteriormente mencionado se observa que en los dltimos
afios se ha incrementado el interés en estudiar las plantas, como fuente de
compuestos novedosos y farmacoldgicamente activos (Ansah C., et al.,
2005). Una clara demostracion de este hecho es el descubrimiento de
muchas drogas importantes, como los compuestos anticancerigenos,
antimalaricos (Chinchona spp.) o cardioténicos (Strophanthus kombe), para

citar algunos a partir de plantas (Giménez A., 2004).

Recordemos que todas las plantas en estudio requieren de una
estandarizacion farmacogndsica, un tamizaje fitoquimico, estudios
farmacoldgicos, asi como de otros estudios preliminares necesarios (Diaz
G., 2002). También se debe sefialar que es importante la realizacién de
estudios toxicologicos paralelamente a los estudios de actividad, los cuales
no deben limitarse solamente a la realizacion de pruebas de toxicidad
(aguda, sub-cronica o cronica) en animales, sino que en dependencia de sus
resultados deben incluirse pruebas de genotoxicidad, carcinogénesis y
teratogénesis, con vistas a detectar los posibles riesgos de dafios genéticos,
oncoldgicos o sobre la reproduccién del hombre (Cassaret D. et al., 1996).



Es necesario mencionar que varios productos de uso cotidiano, como el
locoto capsicum annun (cuyos principios activos y actividades
farmacoldgicas fueron comprobados), (Proudlock R. et al., 2004), el vino,
brandy, diversos tipos de café y té, fueron y se encuentran sometidos a
estudios de mutagénesis y genotoxicidad para asegurar su uso ante la
poblacién consumidora (Graf U. et al., 2000).

Para la evaluacion exhaustiva del potencial genotoxico de un compuesto,
pueden emplearse humerosos ensayos de genotoxicidad, para citar algunos
estan el test de mutacion génica en bacterias, test in vitro de Evaluacion
Citogenética de dafio Cromosémico con células de mamifero, test in vitro de
TK en células de linfoma de ratén, test in vivo de lesidbn cromosdmica
utilizando células hematopoiéticas de ratén (Lépez de C. et al., 1998), test
de Ames (Salmonella typhimurium), test de Micronucleos en Médula Osea
de Ratdn, Intercambio de Cromatides hermanas, el test de Mutacion y

Recombinaciéon Somatica (SMART), entre otros.

La prueba elegida, para la evaluacion genotoxica, debe poseer la
capacidad de ser sensible al agente evaluado, es necesario que los
conocimientos previos de genética puedan ser controlados y de ser posible
realizar una relativa contribucion entre la droga analizada y su metabolismo
enzimatico (Jowett T. et al., 1991). Una de las técnicas que es ampliamente
aplicada a nivel mundial para la determinacion de agentes genotoxicos,
revelando asi su accion como inductores de mutacién puntual, no-
disyuncion, deleccién y recombinacion (Graf U. et al., 1984; 1989) y la
relacion de la droga con su posterior metabolismo enzimatico, es la Prueba
de Mutacién y Recombinacién Somatica (SMART). Con ella también se
evalla la capacidad genotoxica de un compuesto y se llega a conocer la
capacidad anti-genotéxica del mismo (protectora del material genético)
frente a conocidos pro-mutagenos como el Uretano (ldaomar M. et al.,
2002).



Actualmente los investigadores bolivianos estan centrando su interés en
el estudio de las plantas medicinales. Entre las entidades abocadas a este
trabajo en el departamento de La Paz, se hallan el Instituto de
investigaciones Farmaco Bioquimicas (lIFB), Instituto de Investigaciones
Quimicas (lIQ) y el Instituto de Genética (IG), todos pertenecientes a la
Universidad Mayor de San Andrés (UMSA) (Asturizaga K., 2005); estos se
encuentran desarrollando estudios de investigacion, con el fin de explotar las
propiedades curativas de las plantas y de esta manera extraer, aislar e
identificar nuevas moléculas para emplearlas como drogas quimioterapicas

de origen natural (Rodriguez M., 2001).

Dentro de las investigaciones, botanico-quimico-biologicas, sobre usos
etno-botanicos con los pueblos Tacana y Mosetene (asentados en la
amazonia) y llevadas a cabo por el Instituto de Investigaciones Farmaco
Bioquimicas, se reporté a Evanta (Galipea longiflora), como especie vegetal
poseedora de actividad antiparasitaria y leishmanicida (Giménez A., 2004),
el principio activo al cual se le atribuye esta propiedad son los alcaloides
quinolinicos con sustituciones en la posicion dos, encontrados en la planta
(Fournet A. et al., 1996).

Debido a la importancia que posee esta especie vegetal en el ambito
nacional, el I.I.LF.B. realiz6 y contintGa realizando estudios complementarios a
la actividad leishmanicida, todos ellos con el fin de lograr obtener un nuevo
farmaco eficaz y de bajo costo; dando asi una opcion de tratamiento mas

econdémico para aquellos enfermos con leishmania en nuestro pais.

Anteriormente se mencioné que dentro de los estudios toxicoldgicos
aplicados a nuevos compuestos en desarrollo, es necesario incluir estudios
genotoxicologicos. Y basandonos en la premisa de que diversos extractos
de plantas medicinales han resultado positivos en estudios sobre la actividad
embriotoxica y/o teratogénica, mutagena y carcinogénica (Diaz G., 2002), es



necesaria la evaluacién de la actividad mutagena de nuevas especies en

estudio.

Es por ello que el presente trabajo tiene la finalidad de evaluar la
actividad genotdxica de Galipea longiflora K (Evanta) mediante la Prueba de
Mutacién y Recombinacién Somatica (SMART), tomando en cuenta la
potente actividad que presenta esta especie como leishmanicida y el hecho
de que posee en su composicion alcaloides quinolinicos. Es necesario
recordar que los alcaloides en general son quiza las toxinas vegetales
naturales mas potentes que se conocen desde el punto de vista genotdxico
(Xue J. et al., 1991), como es el caso del alcaloide Pirrolizidina (Fu P. et al.,
2004), 2 amino-3-metilimidazol 4,5-F-quinolina (1Q) (Adamson R. et al.,
1990, Graf U. et al., 1992) los cuales son inductores de genotoxicidad y
particularmente carcinogénesis en el caso del alcaloide Pirrolizidina. Estos
datos son importantes, pues realzan la importancia de realizar estudios

genotoxicologicos de la especie Galipea longiflora Krause.



2. .OBJETIVOS

2.1. Objetivo General:

» Evaluar el potencial genotoxico del extracto total de corteza
diclorometanico de Galipea longiflora Krause mediante el Test de

Mutacion y Recombinacion Somatica (SMART).

2.2. Objetivos Especificos:

> Determinar las concentraciones sub-toxicas del extracto total
diclorometanico de corteza de Galipea longiflora Krause, en Drosophila

melanogaster.

» Evaluar el potencial genotoxico del extracto total diclorometanico de
corteza de Galipea longiflora Krause, mediante el cruce Estandar del
Test SMART.

» Evaluar el potencial genotdxico del extracto total diclorometanico de
corteza de Galipea longiflora Krause, mediante el cruce Alta
Bioactivacion del Test SMART.



3. REVISION BIBLIOGRAFICA

3.1. Genética toxicolbgica

La genotoxicologia es una disciplina toxicolégica cuyo objetivo principal
es salvaguardar lo maximo posible la reserva genética humana, de la accion
de las distintas sustancias genotoxicas, incluyendo en esta categoria todas
aguellas que tengan efectos mutagénicos, carcinogénicos y/o teratogénicos
(Vamparys et al., 1996- cit en De la Pefia E., 2005).

Los origenes de la Genética Toxicoldgica se remontan a 1927, cuando
Muller realiz6 experimentos de mutabilidad debida a la radiacion. Ya en los
afios cuarenta las sustancias quimicas empezaron a ser el blanco para
determinar sus efectos a nivel del material genético a mediados de siglo la
preocupacion se volcé a la determinacion del potencial impacto genético que
podrian ocasionar los agentes quimicos introducidos al ecosistema
(Flanders, cit en Pillco A., 2003).

Debido a todo esto, en un corto tiempo se estableci6 que algunos
agentes terapéuticos de uso comun, tales como drogas y estimulantes,
producen alteraciones en los cromosomas. Ya en 1962 Lederberg propuso
que en las pruebas toxicolégicas de rutina se incluyeran ensayos de
mutagénesis, antes de que los productos salieran al mercado y se
emplearan masivamente (http://es.geocities.com).

Asi en los ultimos afios, varios productos de uso cotidiano en la
alimentacion como son los locotos capsicum annun (Proudlock R. et al.,

2004), el tabaco (Sassen AW. et al., 2005), los productos naturales que

contienen antioxidantes y radicales nitrogenados (Damiani E. et al., 2000),
se encuentran siendo sometidos a estudios de mutagénesis y genotoxicidad

con vistas a detectar los posibles riesgos para el hombre de dafios



genéticos, oncoldgicos o sobre la reproduccion y el desarrollo de su
descendencia (Hoffmann G. et al., 1996).

Cabe remarcar que se considera como agente mutageno a cualquier
agente que induzca mutaciones génicas (cambio de uno o pocos pares de
bases), aberraciones cromosdémicas estructurales (cambios groseros en la
estructura) o numeéricas (aneuploidias y poliploidias por afectaciones en los
componentes del aparato mitético o meidtico), alteraciones en el DNA
(formacion de adictos, alquilacion de bases, intercalamiento de bases),
alteraciones en los mecanismos de reparacion (incrementando la
sensibilidad a los efectos de muchos mutagenos), eventos de recombinacion
mitotica, etcétera (Tiburi M. et al., 1991).

Estos agentes son capaces de producir mutaciones tanto en las células
germinales como en las células somaticas, en las primeras pueden provocar
esterilidad en el individuo portador o bien fijarse en el material genético, lo
cual se traduce en cambios heredables. En las células somaticas el
individuo puede desarrollar enfermedades, o bien iniciar el proceso
canceroso, los cambios genéticos también pueden provocarse durante el
desarrollo embrionario alteraciones en el embrion (teratogénesis) (Guevara
G., 2000).

La induccién de dafio genético por exposicion a agentes genotdxicos es
un proceso que se realiza en varios pasos. Durante el proceso, el agente
xenobidtico ingresa al organismo, se absorbe, se distribuye y atraviesa las
membranas. Una vez dentro de la célula, el agente quimico puede ser
reactivo por si mismo (de accion directa), o bien puede ser activado por las
enzimas metabdlicas, en cuyo caso es de accion indirecta y se llama
promutageno. (Compuesto quimico inerte que requiere ser metabolizado,
transformandose asi en un compuesto electrofilico y por lo tanto reactivo)

(http://es.geocities.com).



Entre estos compuestos promutagénicos mencionaremos a las
guinolonas, que encontramos actualmente en muchos alimentos (Brown J.P.
cit en Chesis P. et al., 1980) y otros compuestos que contienen el ndcleo
quinolinico, como algunos antitumorigenos, los cuales al sufrir metabolismos
por via Citocromo P-450, son capaces de generar radicales oxigenados, que
son capaces de causar mutacion (Chesis P. et al., 1984). Las enzimas del
Citocromo P-450 mamifero constituyen nuestra primera linea de defensa
frente a los efectos toxicos de quimicos ambientales. Irbnicamente estas
enzimas también convierten algunos compuestos a sus derivados téxicos o

sus especies mutagénicas (Jowett T. et al., 1991).

Para recordar un poco, es necesario mencionar que el Citocromo P-450
es una super familia de enzimas implicadas en la fase 1 del metabolismo de
la mayoria de los quimicos enddgenos y exdgenos (Parke V.D. et al., 1987,
1991). Esta muy bien establecido que muchos carcind6genos actian como
sustrato y/o inductores para Citocromo P-450 1A (CYP1A) y P-450 02
(CYP2E), los cuales dan una elevada formacion de metabolitos intermedios
reactivos o especies oxigenadas reactivas, capaces de interactuar con el
DNA, causando mutagénesis, proliferacion de células y neoplasias (Lewis D.
et al., 1996).

Anteriormente se mencioné que los agentes genotdxicos también son
capaces de producir recombinacion, este evento contribuye de manera
significativa al origen de dolencias coronarias, diabetes, envejecimiento en
general y principalmente el cancer (Rodrigues cit en Pillco A., 2003). Hoy se
conoce que el cancer es una enfermedad que afecta los genes;
principalmente aquellos que controlan las funciones de la replicacion celular
y de los programas de diferenciacion, pero también aquellos encargados de
prolongar el tiempo de vida y la reparacion del acido desoxirribonucleico o
ADN (Guevara G., 2000).



Es por esto que en los ultimos afios las pruebas para medir el dafio a

nivel primario del DNA, han alcanzado importancia entre los analisis de

genotoxicidad, debido a que ellos nos ayudan a comprender la significacion

que tienen en los procesos carcinogénicos o de transformacion tumoral de

las células (Diaz G., 2002).

La Genética Toxicologica, para determinar el grado de dafio genético que

pueda generar un agente xenobiotico, maneja criterios de valoracion que

permiten determinar su potencial genotoxico o capacidad genotdxica (La

Fuente cit en Pillco A., 2003):

Denominacién

Definiciéon

Genotoéxico Potente

Cuando el agente es mutagénico y carcinogénico.

Genotoéxico

Cuando la evaluaciébn expresa resultados
positivos pero debe realizarse otros ensayos in

vivo para confirmar el riesgo.

Supuesto Genotoéxico

Cuando solo algunos tratamientos expresaron
una respuesta positiva, por lo tanto se requiere

de pruebas adicionales.

Insuficiente respuesta

Genotoxica

Cuando los datos no permiten sospechar de su

genotoxicidad.

No Genotbéxico

Cuando se observa suficiente respuesta negativa.

Cuadro 1. Algunas definiciones en Genética Toxicoldgica, (Tomada de Pillco A., 2003)

La identificacion del dafio genético puede ser llevada a cabo mediante

técnicas in vitro como in vivo, entre estas encontramos:

» Prueba de Ames (Salmonella typhimurium). Determina mutaciones

génicas.

» Prueba de mutaciones puntuales en Saccharomyces cerevisiae.

Determina mutaciones génicas.



Prueba de letales recesivos ligados al sexo en Drosophila melanogaster.
Determina mutaciones génicas.

Prueba de mutacion y recombinacidbn somatica en Drosophila
melanogaster (SMART). Determina mutaciones génicas, dafio primario al
DNA

Prueba citogenética in vitro en células de mamiferos. Determina
mutaciones cromosomicas.

Prueba citogenética in vivo en ratones. Determina mutaciones
cromosomicas.

Prueba de micronucleos (ratones y CHO). Determina mutaciones
cromosomicas.

Prueba de dominantes letales en ratones. Determina mutaciones
cromosomicas.

Prueba de segregacion mitdtica en Aspergillus nidulans. Determina dafio
primario al DNA

Prueba de conversion génica y recombinacion mitética en
Saccharomyces cerevisiae. Determina dafio primario al DNA

Prueba de intercambio de cromatidas hermanas in vitro con células de

mamiferos. Determina dafo primario al DNA. (Sanchez A. et al., 2000).



3.2. Test de Mutacion y Recombinacién Somatica (SMART)

Se ha podido establecer que las células soméaticas normales, al
transformarse en malignas, pasan por diferentes fases. Los agentes
genotoéxicos al llegar al 6rgano blanco pueden ocasionar una mutacion, y la
pérdida de la heterocigosis celular, producto de la recombinacién mitética
inducida, o los cambios en el numero y en la estructura de los cromosomas,

estos son factores que inician el proceso canceroso (http://es.geocities.com).

Para evitar el desarrollo de estos procesos, una de las primeras
estrategias depende de la evaluacion genotoxica, en diferentes sistemas de
ensayos, especialmente en células somaticas que son capaces de expresar
potencialidades de agentes inductores de tumores malignos (Rodrigues cit
en Pillco A., 2003).

Numerosas pruebas genotoxicolégicas se han planteado para la
deteccibn de agentes cancerigenos, las cuales deben ser sensibles,
capaces de detectar el mayor numero posible de lesiones, sean clasicas:
mutaciones génicas y cromosomicas, o las que ocurren por recombinacion
mitotica (Sippel et al., 1998, cit. Pillco A., 2003).

La prueba de de Mutacién y Recombinacién Somatica en la version ojos
o alas esta bien establecida y tiene buena validacién sobre 350 diferentes
compuestos quimicos (Graf U. et al., 1994). Estos sistemas de prueba son
capaces de detectar no solo al mutageno, sino también la actividad
recombinogénica de los compuestos quimicos (Frei et al., 1992; Graf U. et
al., 1992; Vogel E., 1992 cit en Graf U. et al., 1994). Este ultimo mecanismo
genotoxico es conocido por estar involucrado en cada uno de los pasos en

el origen de ciertos tipos de tumores humanos (Graf U. et al., 1994).



La prueba SMART versién ojos o alas es flexible y sensitiva para la
deteccién de genotoxicidad de compuestos quimicos individuales, mezclas
complejas y mutagenos volatiles (Graf U. et al., 1984). Es de especial interés
que larvas y adultos posean sistemas de activacion citocromo P-450

capaces de metabolizar varios promutagenos (Frolich A. et al., 1990).

Emplea como organismo experimental a Drosophila melanogaster,
caracterizada por ser de facil manutencion en laboratorio, poseer un corto
tiempo de generacion, morfologia definida y amplio tamafio de progenie.
(Graf U. et al.,, 1992) El uso de insectos, especialmente Drosophila para
monitorear dafios genéticos por agentes quimicos tiene una tradicion de

mas de 50 afnos.

M osca comuUn dela fruta

Clasificacion cientifica

Reino: Animaia
Filo: Arthropoda
Clase: Insecta
Orden: Diptera
Familia: Drosophilidae
Género: Drosophila

Especie: D. melanogaster
Nombr e binomial

Drosophila melanogaster

Figura 1. Informacion — Drosophila melanogaster (Tomado de
http://www.ucm.es/info/genetica/AVG/practicas/Drosophila/Drosophila.htm)




Drosophila tiene un amplio uso, especificamente para la busqueda de
mutacion y también en pruebas a corto tiempo para identificar carcinégenos.
Durante los aflos ochenta, experimentos con Drosophila fueron realizados
para determinar la relacion que existe entre la actividad y la estructura de
diversos agentes genotoxicos. Asi Drosophila lleva a cabo un doble rol en la

campo de la busqueda de mutagenos (Vogel E. et al., 1999).

Aunque Drosophila melanogaster presenta apenas aproximadamente
13.000 genes, comparados a los cerca de 30.000 de los humanos, la
mayoria de estos son equivalentes y consecuentemente existe una alta
conservacion entre rutas bioquimicas y funciones reguladoras, de las dos
especies. (Pillco A., 2003) En Drosophila los procesos de reparacion del
DNA son homoélogos a los de bacterias y eucariotas superiores, se conocen
al menos 30 mutantes sensibles a mutagenos y asociados a deficiencias en

los mecanismos de reparacion del DNA (Lopez A., 1998).

La Prueba de Mutacién y Recombinacion Somética (SMART) version
alas de Drosophila melanogaster esta entre las mas empleadas, esta se
basa en la pérdida de heterocigocidad por dos marcadores recesivos mwh y
flr (Idaomar M. et al., 2002). Esta prueba es capaz de detectar un amplio
espectro de alteraciones, incluyendo las mutaciones puntuales, delecciones,
recombinaciones mitoticas, perdida de cromosomas y no disyuncion (Vogel
E. et al., 1987). Estos eventos genotoxicos se dan en el cromosoma 3 de
Drosophila melanogaster, por diversos mecanismos que se observan en la

siguiente figura:
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Figura 2.- Esquemas de los diferentes eventos genéticos observados en SMART
(tomados de Somatic Mutation and Recombination Test in Drosophila melanogaster, Graf et
al, 1984)

Durante el desarrollo embrionario de Drosophila melanogaster, grupos de
células (discos imaginales) proliferan mitéticamente hasta el punto en que se
diferencian durante la metamorfosis en estructuras que originan las alas de
las moscas adultas. Pero durante ese proceso, debido a una induccion de
alteraciones genéticas se origina la pérdida de heterocigocidad de los
grupos celulares, de este modo fenotipicamente dichas alteraciones pueden
ser observadas, mediante marcadores genéticos, en la superficie del ala de
Drosophila melanogaster (Graf U. et al., 1992).



The life cycle of Drosophila melanogaster

[emale male

rd
1st instar larva

r
o

2nd instar larva

3rd instar larvg

Figura 3. Ciclo de vida — Drosophila melanogaster (Tomado de
www.anatomy.unimelb.edu.au)

Estas estructuras fenotipicamente expresadas son los denominados
marcadores genéticos: mwh (se observa como el crecimiento de tres 0 mas
tricomas en lugar de uno), el otro marcador es flr que posee la caracteristica
de presentar una base ensanchada respecto a la delgada que presentan los
pelos normales (Graf U. et al., 1984) denominadas manchas mutantes, los

cuales se clasifican en:



Mancha Simple Pequena (MSP) y Mancha Simple Grande (MSG):

ambas expresan el marcador genético FIr* o mwh e indican la

ocurrencia de mutacion puntual, deleccion, no disyuncién o

recombinacién entre el gen FIr® y mwh (Graf U. et al., 1984).

Mancha Gemela (MG): expresa ambos marcadores genéticos, ofrece

la informacion de que acontecié un evento recombinogénico entre el
gen FIr¥ y el centrémero ocasionado por el agente evaluado (Graf U. et
al., 1984).

Vale la pena resaltar que esta prueba se ha empleado en el andlisis de
aproximadamente 400 compuestos, entre compuestos puros y mezclas
complejas, asi como también en la investigacion del potencial de particulas
aéreas y efectos asociados a la mutagénesis ambiental (Graf & Singer, 1989
cit en Pillco A., 2003).



3.3. Especies Vegetales Medicinales

El hombre ha mantenido a través de los tiempos una relacion muy
estrecha con el mundo que lo rodea, por ello es que a pesar de los
adelantos cientificos en el campo de los medicamentos, gracias a los
progresos de la sintesis quimica, conservd aquellos aportes que la
naturaleza, especificamente las plantas, nos pueden aportar para atender
las necesidades de la salud. (Tirado N., 1995) Actualmente existe un
impresionante incremento de la demanda de alternativas terapéuticas ajenas
en conceptos y practicas al modelo cientifico biomédico (Nigenda G. et al.,
2001).

Debido a esto son aun mayores los estudios farmacolégicos realizados
para comprobar la actividad de numerosas plantas medicinales, tomando
como consideraciones que hoy el 75 % de la poblacion mundial utiliza las
plantas medicinales (Sanchez A. et al., 2000) y que un 74 % de los
principios activos fueron derivados de plantas medicinales, citando algunas
estan la quina derivado de la chinchona spp, droga de eleccion de Artemisa
annua (Comley, 1990 cit en Tirado, 1995), la vincristina y vinblastina
obtenidas de la Vinca rosea utilizada por su actividad antitumoral en ciertas

leucemias, la digitoxina, reserpina, tubercurearina (Tirado N., 1995).

Bolivia presenta una flora cuya rigueza es una de las mayores del
mundo, 6.000 especies vegetales por 10.000 km2, pero no solo es rica en
flora nativa, también por la existencia de etnias, las que son poseedoras de
un conocimiento original del medio natural (Balanza E. et al., 1993). Es por
ello que en nuestro pais la llamada medicina tradicional es uno pilares
fundamentales que utiliza la poblacion para combatir las diversas patologias

que la aquejan.



Numerosas entidades bolivianas se dedican en la actualidad al estudio
de plantas medicinales, entre estas encontramos a aquellas que se
encargan de la determinacion y aislamiento de compuestos y moléculas, en
la ciudad de La Paz encontramos al Instituto de Investigaciones Quimicas
(11Q), Instituto de Investigaciones Farmaco-Bioquimicas (lIFB), donde
actualmente, las investigaciones sobre Galipea o Angostura longiflora, son

las mas importantes.

3.3.1. Galipea longiflora Krause (Evanta)

Galipea longiflora Krause pertenece a la familia de las Rutaceas, género
Galipea, que cuenta con unas cuarenta especies distribuidas desde

Guatemala, Cuba, hasta Bolivia y el sur de Brasil (Killeen T. et al., 1993).

Dentro del género Galipea se encuentran diversas especies poseedoras
de actividad farmacoldgica, tal es el caso de Galipea carinata, que muestra
actividad contra el tripanosoma cruzi y un 100 % de lisis del parasito
(Ambrozin A.R. et al., 2004), numerosos estudios reportan a Galipea
officinalis (Jacquemond-Collet I. et al., 2001; Houghton P.J. et al., 1999)
coOmo especie con una excelente actividad antimalarica, atribuida a cuatro de
sus alcaloides (tetrahidroquinolonas), los cuales mostraron actividad frente a
cepas cloroquina resistentes. (Jacquemond-Collet I. et al., 2002) y cierta
actividad contra M. tuberculosis (Houghton P.J. et al., 1999).

Otra de las especies con excelente actividad antiparasitaria es Galipea
longiflora K. (sinbnimo Angostura longiflora Krause kallunki), tiene diversos
nombres comunes, pero es conocida ampliamente por el nombre vernacular
de Evanta. Es un arbol de hasta 12 metros de altura, presenta hojas
trifoliadas alternas o superpuestas sobre la misma rama, sus flores aparecen

en forma de racimos (Killeen T. et al., 1993).



Foto 2. Fotografia de hojas de Evanta (Proporcionado por el I.I.F.B.-F.C.F.B.— U.M.S.A))



Clasificacion:

Orden : Sapindales

Familia: Rutaceas

Género: Galipea

Especie: Galipea longiflora Krause
Nombre comuan: Evanta

Nombre mosetene: Ji” pantyae

YV V V V V V VY

Usos tradicionales: Leishmanicida, antianémico, vermifugo

y amebicida.

En Bolivia se encuentra en bosques tropicales de los ultimos
contrafuertes andinos en los departamentos del Beni (Ballivian, Mision
Fatima) y La Paz (Sud Yungas, alto Beni y Popoy) (Figura 4).

Figura 4. Distribucién Geografica de Galipea longiflora Krause. (Tomado de
http://mobotl.mobot.org/website/map_post.asp)




Figura 5. Distribucion geografica en Bolivia de Galipea longiflora Krause (Tomado de
http://mobotl.mobot.org/website/map _post.asp)

Evanta se encuentra reportada como especie antiparasitaria empleada
por las etnias Chimane, Tacana y Mosetene asentadas en la Amazonia, su
empleo es a nivel dérmico como cataplasma, el cual es cambiado dos veces
al dia en casos de leishmaniasis, para el tratamiento de enfermedades
parasitarias intestinales (amebiasis) su uso es mediante la ingestion de el
sancochado (preparado a base de pedazos de corteza en agua, dos vasos
al dia, uno en la mafana y otro por la tarde, por tres dias consecutivos)
(Bourdy G. et al., 2002).

Esta especie vegetal que comenzé a ser estudiada por un grupo de
investigaciéon Franco-Boliviano, que trabajo en el Instituto Boliviano de
Biologia de la Altura (IBBA), de la Facultad de Medicina de la UMSA (1985-
91) los cuales determinaron su actividad Leishmanicida (Fournet A., 1996.
Gantier J.C., 1996, Munos M.H. et al.,, 1994), provocando una patente
internacional Chimaninas A, B, C y D, US4209519/15/04/93 (Giménez A.,



2004). En estos estudios se lograron identificar 13 alcaloides quinolicos con
sustituciones en la posicion 2, mediante técnicas espectroscopicas (H-C), de
todos estos cuatro han sido llamadas chimaninas (A, B, C, D) en homenaje a
los Chimanes (Rodriguez M., 2000).
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Figura 6. Estructuras de los alcaloides quinolinicos encontrados en de Galipea longiflora
Krause (Tomado de: ESTUDIOS QUIMICOS, BIOLOGICOS Y FARMACOLOGICOS DE
Galipea longiflora, Krause. Giménez A. et al., 2005)



En el Instituto de Investigaciones Farmaco Bioquimicas (l.I.F.B.)
dependiente de la Facultad de Ciencias Farmacéuticas y Bioguimicas de la
UMSA, desde 1993 se ha estado trabajando en la evaluacion biolégica de
especies medicinales listadas en Farmacopeas Tradicionales, entre estas
encontramos a Galipea longiflora krause, que por su potente actividad
leishmanicida fue y es objeto de numerosos estudios, entre los cuales
encontramos: actividad citotoxica/citostatica, antifungica y antibacteriana in
vitro (Paz M., 1998), actividad antibacteriana in vitro y la evaluacion de la
toxicidad in vivo (Rodriguez M., 2001), estudios pre-clinicos mediante
modelo toxico/cinético (Avila J. A., 2000), actividad biolégica sobre
epimastigotes de Tripanosoma cruzi y Leishmania spp. (Salamanca E.,
2005), extraccion de alcaloides totales con actividad biologica (Ticona J.C.,
2005). Actualmente se estan realizando estudios sobre estabilidad, de los
extractos crudos y transformados, elaborando 2 formulaciones tépicas y 2
sistémicas, paralelamente llevando a cabo estudios de sensibilidad en la piel
de humanos y conejos (Rodriguez M., 2005). Al igual que investigaciones
para establecer un sistema de cultivo semi continuo de células de Evanta, a
partir de callos de hojas y raices, para entender mas sobre la produccion,
biosintesis e induccion de alcaloides quinolinicos en sistemas controlados
(Paz M., 2004).

Estos estudios se realizaron debido a que el I.I.F.B. pretende promover el
aprovechamiento sostenible de esta planta y sus derivados antiparasitarios a
nivel regional involucrando en el proceso a comunidades Tsimane, Tacana,
Mosetene, Colonos y la empresa privada, por su uso tradicional, la elevada

actividad y bajos niveles de toxicidad en roedores (Giménez A. et al., 2005).



4. METODOLOGIA
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4.1. Elecciodn de la Especie

La especie Galipea longiflora Krause (sinbnimo Angostura longiflora

Krause kallunki), fue elegida tomando en cuenta:

» Sus propiedades terapéuticas ya comprobadas mediante

numerosos ensayos farmacoldgicos.

» La importancia de esta especie vegetal para la poblacion

boliviana, como tratamiento contra la leishmaniasis.

El extracto total crudo diclorometanico de corteza de Galipea
longiflora Krause fue proporcionado por el Instituto de Investigaciones
Farmaco Bioquimicas (l.I.F.B.) dependiente de la Facultad de Ciencias

Farmacéuticas y Bioquimicas, de la U.M.S.A.

4.1.1. Extraccion continua realizada por el I.I.F.B.

En un equipo de extraccion continua (soxhlet), 25 g. de corteza de
Galipea longiflora Krause finamente molida fue sometida a extraccion con
CH,Cl, (250 mL) por 2.5hr. El extracto obtenido, por rota-evaporacion
(120rpm y 40 °C), fue secado con bomba de alto vacio, hasta peso
constante. El rendimiento de la extraccion fue de 3.7% (corteza), con

relacion al peso seco de la planta (Giménez A., 2005).

Foto 3. Fotografia de corteza de Evanta. (Proporcionada por el I.I.LF.B.-F.C.F.B. - U.M.S.A))



4.2. Evaluacion de la Toxicidad del extracto diclorometanico de
Galipea longiflora K. mediante la Prueba SMART

La evaluacion de la toxicidad del extracto se realiz6 en dos etapas.
En la primera se evaluaron cuatro concentraciones de 10, 5, 1, 0.5
mg/mL de extracto y un control negativo (Tween 80 y Etanol Absoluto).
Se someti0 un numero total de 200 larvas de tercer instar por

concentracion evaluada, en ambos cruces: Estandar y Alta Bioactivacion.

» Cruce Estandar (ST): Este cruce fue realizado con hembras del
linaje fIr*/In (3LR) TM, .ri pPsepn 1(3)89Aabx**¢& Bd°® y machos del

linaje mwh.

» Cruce Alta-Bioactivacion (HB): Para este cruce se emplearon
hembras del linaje ORR/ORR: fIr* /In (3LR) TM, .ri pPsepn
1(3)89Aabx***& Bd°® que fueron cruzadas con machos del linaje

mwh.

Disoluciéon del extracto: El extracto seco diclorometanico de Galipea
longiflora K. fue disuelto en una mezcla de Tween 1.3% y etanol absoluto
1.6%.

Tratamiento de individuos: Las larvas de tercer instar (Foto4) fueron
tratadas por 48 hrs. mediante contacto directo de las mismas con el
extracto, en frascos de vidrio que contenian 1.5 g. de Drosophila Instan

Medium Carolina y 5 mL de la solucién del extracto.



Foto 4. Larva de Drosophila melanogaster en su tercer estadio.

Una vez completado su desarrollo los imagos maduros que
sobrevivieron fueron recontados y recolectados en alcohol al 70% para

sSuU mantenimiento.

En la segunda etapa, bajo el mismo procedimiento se procedio a
evaluar cinco concentraciones de 500, 250, 125, 60, 30 ug/mL. Y un
control negativo (Tween 80 y Etanol Absoluto). Estas concentraciones
son las que posteriormente serdn empleadas para la evaluacion de la
actividad genotoxica. Ambas etapas se realizaron bajo condiciones de

25 °C de temperatura y 60% de Humedad relativa.

Evaluacion Genotéxica del extracto diclorometanico de Galipea
longiflora K. mediante la Prueba SMART

Para la evaluacidon genotdxica del extracto diclorometanico de
Galipea longiflora K. fueron empleados los cruces Estandar y Alta
Bioactivacion, ya anteriormente explicados. Las concentraciones
evaluadas del extracto en esta segunda fase fueron de 500, 250, 125, 60

y 30 ug/mL.

Se sometié un numero aproximado de 200 larvas de tercer instar,

mediante contacto directo con el extracto, por 48 hrs. (tratamiento



cronico), en frascos de vidrio que contenian 1.5 g. de Drosophila Instan
Medium Carolina y 5 mL de la solucién de la solucion del extracto.

Una vez completado su desarrollo los imagos maduros fueron
recolectados en alcohol al 70%, para posteriormente proceder al analisis
de alas. Ambos experimentos se realizaron en las mismas condiciones,
25 °C y 60% de Humedad relativa.

4.3.1. Anélisis de alas

Para el analisis las alas fueron fijadas en porta objetos con solucion
de Faure segun técnica descrita en Graf U. 1984 (ver anexos), un total
de 10 individuos por placa, de los cuales 5 fueron hembras y 5 machos

del genotipo trans-heterocigoto.

Una vez fijadas las alas, el analisis fue realizado segun técnica
descrita por Graf U. 1984 (ver anexos), tomando en cuenta las areas de
lectura (Fig. 6). Con la ayuda de un microscopio con aumento de 640 X
se busca células que expresen el marcador genético FI* o mwh en

ambos lados del ala.

Figura 7. Ala de Drosophila melanogaster, donde se aprecia las areas de lectura.
(Tomado de Somatic Mutation and Recombination Test in Drosophila melanogaster,
Graf U. et al, 1984)



» Marcador genético mwh: Se observa como el crecimiento de

tres 0 mas tricomas en lugar de uno. (Foto 5y 6)

» Marcador genético flr: Que posee la caracteristica de presentar

una base ensanchada respecto a la delgada que presentan los
pelos normales (Graf U. et al., 1984). (Foto 7)

4.3.2. Clasificacion de manchas

La clasificacion de manchas se realiza mediante el método descrito

por Graf U. 1984, tomando en cuenta el tipo y tamafio de la misma:

Mancha Simple Pequefia (MSP): Se consideran como

Manchas Simple Pequefia a una o dos células afectadas, sean
estas mwh o fir® (Graf U. et al, 1984).

Foto 5. Observacién de Mancha Simple Pequefia mediante microscopio, aumento
640 X (Tomada en el Laboratorio de Farmacologia I.I.F.B. en fecha: 18/06/06)



Mancha Simple Grande (MSG): Son aquellas manchas en las

cuales el numero de células afectadas es mayor a dos.

Foto 6. Observaciéon de Mancha Simple Grande mediante microscopio aumento
640 X (Tomada en el Laboratorio de Farmacologia I.I.F.B. en fecha: 18/06/06)

Mancha Gemela (MG): En estas se expresa juntos en la misma

mancha ambos tipos de marcadores mwh y fIr.

Foto 7. Observacion de Mancha Gemela mediante microscopio aumento 640 X
(Tomada en el Laboratorio de Farmacologia I.I.F.B. en fecha: 18/06/06)



4.4. Andlisis Estadistico

Segun explicacion de Graf para en analisis estadistico de la prueba

SMART, se tienen dos hipotesis formuladas:

(Ho) Hipétesis Nula: La frecuencia de manchas halladas en los

tratamientos no es mayor a la frecuencia de manchas

halladas en el control negativo.

(Hi) Hipotesis Alterna: La frecuencia de manchas halladas en

los tratamientos es mayor a la frecuencia de machas halladas

en el control negativo. (Frei & Wargle, 1988)

A partir las hipotesis planteadas se aplico el test Binomial condicional

de Kastenbaum — Bowman, el cual indica:

Respuesta Positiva: Cuando la frecuencia de manchas de los

tratamientos es 2 veces mayor (m=2) a la frecuencia
encontrada en el control negativo. Se rechaza la hipétesis nula
(Ho).

Respuesta Negativa: Cuando la frecuencia de manchas de los

tratamientos es menor a las halladas en el control negativo. Se

rechaza la hipétesis Alterna (Hi).

Respuesta Inconclusiva: Cuando ambas hipdtesis son

excluyentes (Frei & Wirgler, 1988)



RESULTADOS

Para la Evaluacion de la Toxicidad del extracto diclorometanico de
Evanta, se evaluaron cuatro concentraciones: 10 mg/mL, 5 mg/mL, 1 mg/mL y
0.5 mg/mL, en una primera etapa y 500 pg/mL, 250 pg/mL, 125 pg/mL, 60
png/mL y 30 pg/mL en la segunda, estas ultimas fueron las empleadas para la
evaluacion del potencial genotoxico del extracto. Los resultados obtenidos
fueron realizados mediante el andlisis estadistico de datos de acuerdo con el

Diagnostico Estadistico de Frei y Wirgler 1988.

Se empledé como control positivo datos historicos de Mitomicina C
(Gonzales M. 2006), conocido agente mutageno, estos datos confirmaron la
actividad de Drosophila melanogaster para detectar mutagenos de accién
directa como indirecta, debido a la frecuencia elevada de manchas encontradas

en ambos cruces como se observa en los gréficos y tablas 4 y 5.

Evaluacion de la Toxicidad del extracto diclorometanico de Galipea
longiflora K. mediante la Prueba SMART

En la primera etapa del la evaluacion de la toxicidad del extracto, el
porcentaje de sobrevivencia de imagos fue empleado para evaluar la toxicidad
de cuatro concentraciones (0.5 mg/mL, 1 mg/mL, 5 mg/mL, 10 mg/mL) del
extracto diclorometanico de Galipea longiflora K., sobre las larvas de tercer
instar de Drosophila melanogaster, de los cruces Estandar y Alta Bioactivacion.
Donde un nimero de 200 larvas fueron empleadas para cada concentracion del
extracto, al igual que para el control negativo (CN) que fue el diluyente del

extracto (Tween 80/Etanol absoluto).

Los resultados obtenidos en esta primera etapa se muestran en la Tabla
1 y Grafico 1, donde se observa que el porcentaje de mortalidad de los
individuos tratados, es directamente proporcional a la dosis del extracto. A la

minima concentracién (0.5 mg/mL) el porcentaje de sobrevivientes en el cruce



Estandar (ST) es de 76.5% y en el de Alta Bioactivacion (HB) de 69%.
Observando que a 10 mg/mL el porcentaje de sobrevivencia no supera el 10%
en ambos cruces (Tabla 1, Grafico 1). Para el control negativo el porcentaje de
individuos sobrevivientes en el cruce ST llega a 94%, observandose un

porcentaje de 87.5% para HB (Gréfico 1).

Tabla N° 1: Evaluacion de la Toxicidad, mediante el Porcentaje de sobrevivencia de larvas de

tercer instar de los Cruces Estandar y Alta Bioactivacion, sometidas a diferentes

concentraciones del extracto diclorometanico de Galipea longiflora Krause.

Concentraciones % de % de

Evaluadas sobrevivencia sobrevivencia
ST BH

0 mg/mi 94 87,5

0,5 mg/ml 76,5 69

1mg/ml 60 34

5 mg/ml 34 40

10 mg/ml 10 15

Grafico N° 1: Comparacion de la Toxicidad del extracto de Galipea longiflora K. a

concentraciones de 0.5, 1,5y 10 mg/mL., en los cruces, ST y HB (Porcentaje de

sobrevivencia).
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Se realizé una segunda etapa del experimento de sobre vivencia con
concentraciones inferiores a 0.5 mg/mL, debido a que esta fue la concentracion
que presentd mayor numero de sobrevivientes en la primera evaluacion,
empleando en esta etapa concentraciones de 500, 250, 125, 60 y 30 ug/mL,
obteniéndose los resultados reportados en la Tabla 2 y Grafica 2, donde se
puede observar que el 72% de los imagos sobrevivieron a concentracién de 500
ug/mL (maxima concentracion) en el cruce ST y 95% de sobrevivencia para el
HB.

Porcentajes mayores a 80 fueron reportados en las demas series
tratadas, asi a 30 ug/mL, la sobrevivencia llegd a 96% para el cruce ST y 89%
para el HB (Tabla 2 y Gréafico 2). Debido a los resultados reportados se
considera a las concentraciones de 500, 250, 125, 60 y 30 ug/mL como las
concentraciones sub toxicas del extracto de Galipea longiflora K. en Drosophila

melanogaster.

Tabla N° 2: Porcentaje de sobrevivencia de larvas de tercer instar sometidas a diferentes

concentraciones del extracto diclorometanico de Galipea longiflora Krause.

Concentraciones % de % de

Evaluadas Sobreviviencia Sobreviviencia
ST BH

CN 95 88,7

30 ug/ml 96 89

60 ug/ml 94 83

125 ug/ml 94 93

250 ug/ml 91 91

500 ug/ml 72 95



Gréfico N° 2: Comparacion de la Toxicidad del extracto de Galipea longiflora K. a
concentraciones de 30, 60, 125, 250 y 500 ug/mL, en los cruces, ST y HB
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5.2. Evaluacioén del Potencial Genotoxico de Galipea longiflora K. mediante
Cruce Estandar

Se sometio a larvas de tercer instar del cruce ST a tratamiento cronico de
48 hrs. con las concentraciones sub-toxicas halladas, de este cruce se analizo
el genotipo trans-heterocigoto. En el CN se observé una frecuencia de 1.16
Mancha Simple Pequefia (MSP)/mosca, para la maxima concentracion que es
de 500 ug/mL la frecuencia reportada fue de 1 MSP/mosca. En el caso del CN
para Mancha Simple Grande (MSG) la frecuencia encontrada fue de 0.13
MSG/mosca, la frecuencia mas alta encontrada para este marcador en las
series tratadas con el extracto fue de 0.25 MSG/mosca, correspondiente a la

concentracion de 250 ug/mL. (Tabla 3)

En este cruce la mayor frecuencia observada corresponde al CN,
observandose un incremento relativamente proporcional en la frecuencia de
manchas con relacion a la concentracion para los grupos con tratamiento, esto
para MSP. Los valores obtenidos mediante el paquete estadistico, muestran
resultados negativos para la actividad genotdxica del extracto en las cinco

concentraciones evaluadas.

No se observo el marcador Mancha Gemela (MG) en la mayoria de los
tratamientos, excluyendo el de 500 ug/mly el CN, dando inconclusivo (Tabla 3)

para la actividad genotoxica del extracto segun el paquete estadistico aplicado.



Tabla 3. Analisis Estadistico del Potencial Genotoxico de Galipea longiflora Cruce
Estandar

Manchas por mosca ( No. de manchas) diag.

Genotipos N. de estadistico® Total
y Conc. r::ss MSP M SG MG ™ manchas
(ug/ml) (N) (1-2cds)P® (>2cds)’ mwh°

m=2 m=5 m=5 m=2 (n)
mwh/flr®
1, @ 0 (O o0 (O 1 (4
S NS, 2 67 134 11 32 4l
“T'T 0 T T T T T
& 200174519 71002 " 00 0" 55y " &
AENEEEEINE AL
60 0 90 8 " 20 4 " 0 0 ' 10 2 2
BN EREE DS
— 20 55 1) " 10 2" 00 0 " 6 3 =
sloatrelel rarerreren
S 20 o5 7" 25 5 ' 0! 102 &
500 DU B iy ) e NS ) NCY IS ) e gl 21

00 0 05 1 10 2 15 3
®Diagndstico estadistico de acuerdo con Frei y Wiirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i,
inconclusivo. m, factor de

multiplicacion afin de evaluar |os resultados significativamente negativos. Niveles de
significanciao. = 3 = 0,05.

®Incluso las manchas simples flr® raras.

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



5.3. Evaluacién del Potencial Genotdxico de Galipea longiflora K. mediante
Cruce Alta Bioactivacion

Segun los datos obtenidos en el cruce de HB, reportados en la Tabla 4,
se observo que para el CN en un total de 30 individuos analizados se encontré
una frecuencia de 1.40 MSP/mosca, la cual es superior a las frecuencias
obtenidas en los tratamientos con el extracto. Mostrando en estos un rango que
varia de 0.3 a 1.35 MSP/individuo, llegando a reportar un resultado negativo

para la actividad genotoxica del extracto, segun el estadistico aplicado.

Para el marcador MSG la frecuencia encontrada en el CN corresponde a
0.23 MSG/mosca, en los grupos con tratamiento la frecuencia maxima
observada fue de 0.30 MSG/ mosca, dando un resultado negativo para la
actividad genotoxica del extracto para este marcador en todas las

concentraciones evaluadas, a excepcion de la correspondiente a 60 ug/mL.

Para el total de manchas flr® los resultados son negativos para la

actividad genotoxica en las cinco concentraciones del extracto evaluadas.



Tabla 4. Analisis Estadistico del Potencial Genotoxico de Galipea longiflora
mediante Cruce Alta Bioactivacion

Genotipos N. Manchas por mosca ( No. de manchas) diag. Total
de estadistico®
y Conc. mos M SP M SG MG ™ manc
cas has
(mg/ml) (N) (1-2cds)® (>2cds)’ mwh®
m=2 m=5 m=5 m=2 (n)
mwh/flr®
Contr. Neg. 30 1, 4 o, (O 0, (O 1, 4 49
40 2 23 7 00 0 63 9)
30 20 o0 @ -0 ©O- 0 ©i O 1@ - 1
55 1) 00 0 00 0 55 1)
60 20 i, 2 - 0 ©Oi O Oi 1, 8 - 30
3B 7 30 6) 05 1) 70 4)
125 20 i, 2 - 0 © - 0 O i 1, 2 - 25
15 3) 10 2 00 0 25 5)
250 20 o0 ©@- 0 (©O- 0 @©Oi O (O - 7
30 6) 05 1) 00 0 35 7)
500 20 o0 1 -0 (©O- 0 @©Oi O (2 - 15

65 3) 10 2 00 0 75 5

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

multiplicacién afin de evaluar 1os resultados significativamente negativos. Niveles de
significanciao = 3 = 0,05.

®Incluso las manchas simples flr? raras.

“Considerando los clones mwh paralas manchas simples mwh y paralas manchas
gemelas.



Gréafico N° 3:

Comparacion de la frecuencia del Total de Manchas encontrada en el cruce Estandar y Alta
Bioactivacién, después del tratamiento con Galipea longiflora K.
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m HB
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Realizando una comparacion entre las frecuencias encontradas en
ambos cruces ST, HB y las frecuencias encontradas en MMC (control positivo),
se observa que las cinco concentraciones evaluadas del extracto presentan una
frecuencia maxima de 1.10 Total de Manchas (TM)/mosca para el cruce ST y
1.70 TM/mosca para el cruce HB (Tablas 3 y 4), frecuencias considerablemente
inferiores a las encontradas con tratamiento 0.025 y 0.05 mM de MMC, donde la
maxima frecuencia encontrada en para el cruce ST es de 42.7 TM/mosca, y
para el HB es de 46.7 TM/mosca (Tablas 5y 6).

Grafico N° 4:

Comparacion de la frecuencia de manchas encontrada en el cruce Estandar de las diferentes
concentraciones del extracto, el control negativo y el control positivo.
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Grafico N° 5:

Comparacion de la frecuencia de manchas encontrada en el cruce Alta Bioactivacion, de las
diferentes concentraciones del extracto el control negativo y el control positivo.
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Tabla 5. . Andlisis Estadistico del Potencial Genotéxico de Mitomicina C,

mediante Cruce Estandar.
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Tabla 6. Analisis Estadistico del Potencial Genotéxico de Mitomicina C,
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6.

DISCUSION

Actualmente son imprescindibles los estudios toxicoldgicos que deben
incluir los estudios genotoxicoldgicos, debido a que es importante
salvaguardar al maximo posible la reserva genética humana de la acciéon
de las distintas sustancias genotoxicas, incluyendo en esta categoria todas
aguellas que tengan efectos mutagénicos, carcinogénicos y/o teratogénicos
(De la Pefia E., 2005).

Es por ello que en el presente trabajo se evaluo la actividad genotéxica y
pro-mutagena del extracto total diclorometanico de corteza de Galipea
longiflora K. (Evanta), mediante la prueba de Mutacion y Recombinacion
Somatica (SMART), que emplea a Drosophila melanogaster como
organismo experimental, por muchas razones es uno de los organismos
superiores mas extensamente estudiados, particularmente a nivel genético
y a nivel gendmico, las principales ventajas como organismo modelo se
centran fundamentalmente en un tiempo de generacion corto, una
abundante descendencia y un facil mantenimiento debido a sus reducidas

dimensiones (Montserrat G., 2001).

Se eligio el extracto total diclorometanico de corteza de Evanta, debido a
su potente actividad leishmanicida, la cual fue ampliamente demostrada por
investigadores Franceses (Alain Fournet y su equipo) e investigadores del
Instituto de Investigaciones Farmaco Bioquimicas (IIFB).

En la primera etapa del analisis toxicologico se evaluaron las
concentraciones de 0.5, 1, 5, 10 mg/mL mediante cruce ST y HB, en ambos
cruces se observa un comportamiento similar, debido a que la mortalidad de
individuos aumenta en relacién al incremento de la dosis, llegando a 10 y
1.5% de sobrevivencia respectivamente para la maxima concentracion, este

comportamiento sugiere que los compuestos presentes en el extracto de



Evanta poseen la capacidad de incrementar la mortalidad de individuos a las
maximas concentraciones analizadas. Esto podria deberse a los
componentes del extracto, que constan aproximadamente en un 50% de
alcaloides quinolinicos y un 25% de 2-fenil-quinolina (estructuras
confirmadas por espectros de masas de alta resolucion) (Giménez A. et al.,
2005). Debido a que el extracto en su mayor porcentaje esta compuesto por
alcaloides se debe considerar, que en general los alcaloides son sustancias
altamente toxicas, tal es el caso del alcaloide Cryptolepine presente en
Crytolepis sanguinolenta, donde el extracto acuoso de corteza posee una
potente actividad toxica frente a una variedad de células de mamiferos in
vitro, e induce mutacién en locus hprt y microndcleos (Ansah C. et al., 2005).
Otro conocido alcaloide que reporta efectos toxicos a altas concentraciones
es la quinina, empleada como tratamiento de primera linea contra la malaria,
considerada como veneno a altas dosis y con efectos toxicos secundarios a
dosis moderadamente elevadas (Langford N.J. et al., 2003). Es por todo ello
que se plantea que el contenido de alcaloides en el extracto, podria ser
responsable de los resultados obtenidos con estas primeras
concentraciones del extracto de Evanta evaluadas mediante SMART.

Sin embargo estos resultados no limitan el empleo de Galipea longiflora
K. 0 sus principios activos como alternativa terapéutica, debido a que las
concentraciones del extracto que inhiben al 50% de los promastigotes de
Leishmania (ICsp) oscilan entre 76.5 y 125 ug/ml para el extracto organico de
corteza (Salamanca E., 2005). Concentraciones contempladas entre los
rangos de concentraciones sub toxicas del extracto de Evanta mediante
SMART.

Para la evaluacion de la toxicidad del extracto en la segunda etapa, se
partic de la concentracion minima anteriormente evaluada, las
concentraciones empleadas en esta segunda etapa fueron de 500, 250, 125,
60 y 30 ug/mL, mostrando que la sobrevivencia de individuos se mantiene



por encima del 72%, en las cinco concentraciones evaluadas llegando a un
94% en la minima concentracion. Resultados que sugieren que los
compuestos presentes en el extracto no poseen actividad toxica para
Drosophila melanogaster a estas concentraciones. Un comportamiento
similar se observé en la determinacién de Toxicidad aguda del extracto
diclorometanico de Galipea longiflora K. en modelo murino, observando
ausencia de letalidad hasta 5 g/kg peso corporal de raton (Rodriguez M.,
2001). Se debe considerar que el modelo empleado por Rodriguez evalta
dosis y no concentraciones, como el modelo empleado en el presente
trabajo, ya que no se puede calcular la dosis ingerida por Drosophila

melanogaster.

Las concentraciones evaluadas en la segunda etapa de la determinacién
toxica se consideran sub-toxicas para Drosophila, por lo cual con ellas se
procedié a la evaluacion del potencial genotoxico, debido a que la Genética
toxicoldgica exige que las concentraciones evaluadas sean sub-toxicas.
(Brusick, 1980 cit en Tirado N., 1995)

Los resultados obtenidos en la evaluacidbn genotoxica del extracto
muestran que el mismo no es genotoxico, mediante el cruce ST de
Drosophila melanogaster, debido a que la frecuencia total de manchas (TM)
encontradas en las cinco concentraciones evaluadas son inferiores a las del
CN. Si comparamos las frecuencias del extracto de Evanta con las de un
conocido potente genotoxico como la Mitomicina C (MMC), se observa que
las frecuencias encontradas en Evanta son significativamente inferiores, a
las frecuencias reportadas con MMC (control positivo), a concentraciones de
0.025y 0.05 mM.

La observaciéon de una baja frecuencia de MSP/mosca en las cinco
concentraciones evaluadas, nos indica que los componentes del extracto no

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 nimero de MSP en relacion a
las MSG, las cuales se presentan cuando el compuesto actua en las etapas
iniciales de division mitética, por lo cual no pasa por activacién para ejercer

su efecto (Asturizaga K., 2005).

La frecuencia de TM en las moscas trans-hetrocigotas no posee un
incremento estadisticamente significativo, dando un resultado negativo para
el cruce ST, lo que significa que el extracto no es capaz de producir
mutacion puntual, no-disyuncion, deleccion ni recombinacién, sugiriendo asi
que el extracto no posee actividad mutagena directa mediante el Test de

Mutacién y Recombinacion Somatica.

Un comportamiento similar se observo en las moscas provenientes del
cruce HB, dando un resultado de actividad genotoxica negativa para todas
las concentraciones evaluadas, tanto para el marcador MSP como MSG.
Estos resultados sugieren que los compuestos presentes en el extracto al
pasar por la ruta metabdlica via citocromo P-450 se convierten en
metabolitos menos activos, que aquellos que no sufren metabolizacion,
considerando que el cruce HB posee un nivel elevado del sistema citocromo
P-450 en comparacién al cruce ST, sugiriendo asi que el extracto no posee
capacidad pro-mutagena o sus compuestos no sufren un metabolismo por la
via Citocromo P-450, mediante la Prueba de Mutacion y Recombinacion

Somatica.

Es importante esta observacion pues existen compuestos que reportan
resultados negativos en el cruce ST, detectandose su actividad mutagena
solo mediante al cruce HB, tal es el caso de nitro derivados (Graf U. et al.,
2000), aceites esenciales como el Safrol y Eugenol, que son genotoxinas de
accion indirecta (Munerato M.C., 2005).



Un comportamiento similar al observado con el extracto de Evanta, es
reportado por Perez- Chiesa (1993), quien evalué el potencial genotdxico de
indenoioquinolina analogo de clorhidrato de nitidina y el clorhidrato de
fagaronina, en Drosophila melanogaster, ambos compuestos presentan
efectos toxicos a concentraciones elevadas, pero no incrementos
estadisticamente significativos en la frecuencia de manchas para el analogo
de nitidina. Sugiriendo que estos compuestos no son mutagenos para larvas
de Drosophila melanogaster a todas las concentraciones evaluadas, los
resultados con los analogos de clorhidrato de faragonina son ambiguos, una
baja mutagenecidad es detectada a 2 mM pero no a 5 mM o 10 mM (Perez-
Chiesa Y. et al., 1993).

Contradictoriamente a los resultados obtenidos en el presente estudio,
observamos que ciertos alcaloides como el 2-amino-3-metilimidazol 4,5-F-
quinolina (IQ) poseen un potente potencial carcinogénico a dosis de 10 o
20 mg/kg (Adamson R.H., 1990), llegando a mostrar una clara actividad
mutagénica en la Prueba de letalidad recesiva ligada al sexo en Drosophila
melanogaster (SLRL) y en la Prueba de SMART, observandose resultados
negativos en ambas pruebas para dimetil IQ analogo del anterior (Graf U. et
al., 1992). Demostrando de esta forma la importancia de la estructura y la
via metabdlica del compuesto en analisis, para poseer o no actividad
mutagena. Por lo cual se sugiere que los compuestos presentes en el
extracto de Galipea longiflora K. poseen una estructura no capaz de producir
mutacion, pese a poseer en su un anillo quinolinico, al igual que el 2-amino-
3-metilimidazol ~ 4,5-F- quinolina  (IQ), compuesto  genotdxico.
Comprobandose de esta manera que la estructura completa o parte de ella
son las responsables de cierta actividad atribuida al mismo.

Los componentes del extracto diclorometanico de Galipea longiflora K.
dan una respuesta genotéxica negativa, en el presente estudio, tanto para
mutagenos directos como indirectos. Es por ello que se descarta la



posibilidad de considerar al extracto de Evanta como agente
recombinogénico, mediante la Prueba de Mutacién y Recombinacién
Somatica, debido a que la frecuencia de manchas gemelas tanto en el cruce
ST como HB son escasas y en muchos casos nulas. Por los resultados
obtenidos en el presente estudio se sugiere que el extracto de Evanta no
posee la capacidad de promover el desarrollo de posibles procesos
cancerigenos, debido a que el proceso de recombinacion mitética, inhibe la
accion de genes supresores de tumores, siendo uno de los factores que
puede iniciar un proceso canceroso 0 activar promutagenos en muchos

casos.



7. CONCLUSIONES

Mediante el desarrollo de este trabajo, fue posible evaluar la capacidad
genotoxica del extracto total de corteza diclorometanico de Galipea longiflora
krause, potente leishmanicida, mediante el Test de Mutacion vy
Recombinacion Somatica (SMART), llegando asi a las siguientes

conclusiones:

» Al determinar las concentraciones sub-toxicas del extracto
diclorometanico de Galipea longiflora K. observamos que la
sobrevivencia de individuos disminuye de forma proporcional al
incremento de la concentracion del extracto, dando un 10% de sobre
vivencia a la maxima concentracion para el cruce ST y un 1.5% de sobre
vivencia a la misma concentracion para el cruce HB. Comportamiento
presumiblemente atribuido a la alta concentracion de alcaloides. Sin
embargo la sobre vivencia de individuos se mantiene entre el 80% al
95% a concentraciones de 30,60, 125, 250, 500 ug/mL del extracto.

» Mediante el cruce ST se observa que el extracto total de corteza
diclorometanico de Galipea longiflora Krause, a las concentraciones de
30, 60, 125, 250, 500 ug/mL, no posee actividad genotoxica directa, por
lo que sugerimos que el extracto no es genotoxico por si mismo mediante
la prueba SMART.

» Al evaluar el potencial genotdoxico del extracto total de corteza
diclorometanico de Galipea longiflora Krause, mediante HB, se observa
que el resultado es negativo para la actividad genotoxica de las cinco
concentraciones evaluadas, por lo tanto se sugiere que el extracto al
pasar por una activacion metabdlica via Citocromo P-450, no se
metaboliza en compuestos genotoxicamente activos, es decir el
compuesto no posee actividad pro-mutagena demostrada mediante la
prueba SMART,



» El extracto total de corteza diclorometanico de Galipera longiflora Krause,
no demuestra actividad genotéxica a las concentraciones de 30, 60, 125,
250 y 500 ug/mL, mediante la Prueba de Mutacién y Recombinacion
Somatica (SMART). Por lo tanto no es capaz de producir dafios

mutagénicos, aneugénico, ni recombinogénicos en el material genético.



8. RECOMENDACIONES

Numerosos estudios se han realizando y contindan realizandose con la
Prueba de Mutacién y Recombinacién Somatica SMART tanto a nivel mundial
COmo en nuestro pais. A estos se suma el presente trabajo, que aporta valiosa

informacion complementaria de la especie vegetal Galipea longiflora Krause.

Con respecto a los resultados obtenidos mediante el presente trabajo se
recomienda la evaluacion del extracto mediante una prueba de mutagenecidad
in vitro, para cumplir con las normas internacionales de la genética toxicoldgica,
las cuales exigen que un compuesto para ser declarado no genotéxico debe dar
resultados negativos por Io menos en dos pruebas una in vitro y la otra in vivo,
las cuales aporten informacién sobre mutaciones puntuales en el organismos
complejos (no bacterias) y la capacidad para producir aberraciones
cromosomicas (Herrero F. — De la Pefa, 2005) También se recomienda la
evaluacion genotoxica de los alcaloides totales aislados, la comparacion del
efecto mutageno de el extracto de Evanta con los farmacos vigentes en el
mercado, debido a que entre ellos encontramos al Glucantime y la Anfotericina
B, encontrandose en el caso del Glucantime, estudios en los cuales se reporta
gue pacientes tratados con esta droga no responden favorablemente al
tratamiento, debido a una posible resistencia desarrollada por el parasito (Croft
S. et al., 2006). Y otro estudio reporta actividad embriotoxica del Glucantime en
ratas (Paumgartten F.J., 2001).
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ANEXO 1.

Ciclo de vida de Drosophila melanogaster, organismo experimental de la
Prueba de Mutacién y Recombinacion Somatica SMART.

Drosophila melanogaster Fotografia tomada en el laboratorio de Farmacologia- IIFB
(Junio, 2006)

Drosophila melanogaster conocida como mosca comun de la fruta es uno
de los organismo mas usados en los estudios genéticos. Se cultiva facilmente y
su tiempo de generacion es de solo de 10 dias a 25 °C. Una hembra puede
colocare como 500 huevos en 10 dias. Por que la mosca es pequefa, los
cultivos ocupan poco espacio; sin embargo la mosca es suficientemente grande
para la observacion rapida de caracteres mutantes.

Drosophila sufre metamorfosis completa, los estadios de su ciclo de vida
son: huevo, larva, pupa y adulto.

Huevo: tiene alrededor de 0.5 mm de longitud, tiene forma elipsoidal y en
su parte anterior lleva dos filamentos que se proyectan hacia delante y
que impiden que el huevo se hunda en el medio de cultivo, la cubierta
externa es el corion. Duracion 1 dia.

Larvas: es una criatura vermiforme blanca y segmentada, que tiene
forma de gusano, la parte de la boca es negra con ganchos bucales en la
regibn angosta de la cabeza. Para la respiracion tiene un par de
espiraculos tanto en la region anterior y posterior. Duracion: larva de
primer instar 1 dia; larva de segundo instar 1 dia y larva de tercer instar 3
dias.

Pupa: ultimo estadio de la mosca, la larva se aparta reptando del medio
de comida a un lugar relativamente seco, adhiriéndose a la pared del
medio con | ayuda de su jugo digestivo, Inmediatamente después de la
pupacion todos los tejidos larvarios sufren una histolisis y son destruidos
por fagotitos. Los discos imaginales crecen mas 0 menos



simultaneamente y producen sectores del organismo adulto que se
ensambla como un mosaico. Al finalizar este estadio la mosca eclosiona
saliendo de la pupa.

E
b

\-.‘~ 2l days

(A) estadio de huevo, (B) larva de primer instar, (C) larva de segundo instar, (D) larva
de tercer instar y (E) pupa.

Diferencias morfoldgicas entre los diferentes estadios que atraviesa
Drosophila melanogaster en su ciclo de vida.

Pupa antes de
eclosionar

Fotografia tomada en el laboratorio dé
(Junio, 2006)

Pupa de
seaundo dia

Larva de tercer
instar

armacologia- IIFB

Pre-pupa




ANEXO 2.

Preparacion de la solucion de Faure, descrita por Graf 1984

» Goma arabiga 30 mg

» Glicerol 20 ml

» Hidrato de Cloral 50 mg.
» Agua 50 ml

Se pasa cada uno de los componentes por separado, primero se afiade el
glicerol a la goma arébiga, se mezcla bien estos componentes, sin dejar de
mezclar se agrega a esta mezcla en los 50 mL de agua, por ultimo se afade el
hidrato de cloral, se continla mezclando hasta llegar a un compuesto
homogéneo.



ANEXO 3.

Alas analizadas - Técnica descrita por Graf.

Lamina con alas provenientes del cruce Estandar. Fotografia tomada en el laboratorio de
Farmacologia- IIFB (Junio, 2006)

Una vez fijadas las alas con solucion de Faure en los portaobjetos, se
procede al analisis de las mismas, para ellos se toman en cuenta las secciones
en las cuales esta dividida el ala, como muestra la siguiente figura:

Secciones de lectura del ala de Drosophila melanogaster. (Extraido de Somatic Mutation and
Recombination Test in Drosophila melanogaster, Graf et al, 1984)

En orden iniciando por el sector A del ala se comienza con la
observacion de los marcadores genéticos, los cuales pueden expresarse en
forma de pelo triple (mwh) o con la base ensanchada (flr¥) como se observa el
la siguiente figura:



d) (// JJ,,/ /__/@d
f/:; lo = 4%

<

a) normal, b) desviacion de tricolams mwh y fIr, c) variedad de tricomas mwh, d) variedad de
tricomas FlIr. (Extraido de Somatic Mutation and Recombination Test in Drosophila
melanogaster, Graf et al, 1984)

Si se observa la presencia de alguno de los marcadores genéticos se
registra en las plantillas de lectura, tomando en cuenta el sector en el cual se
encontré en marcador genético, a que tipo de mancha corresponde.



ANEXO 4.

Plantilla de lectura, empleada en el andlisis de alas

Compuesto

Concentracion

Solvente

Tratamiento

Exp. N.

Lamina N.

Nombre Exp.

Fecha Exp.

N. Hembras

CRUZAMIENTO

Fecha Lect.

N. Machos

PROGENIE

Nombre

N. Alas

mwh-flr3

A (1-0); C (5-1)

QN OB (WM =







» Cancer El cancer es responsable de mas de trescientas mil muertes
anuales en los Estados Unidos y, durante su vida, mas de cincuenta
millones de personas seran tratadas por esta enfermedad. Dado que la
enfermedad es generalmente agresiva, es a menudo mortal. Afecta a
personas de cualquier edad y su costo tanto, en términos econémicos
como humanos, es enorme. No es sorprendente entonces que se haya
dedicado un gran esfuerzo al estudio del cancer. Desafortunadamente,
existen muchos problemas asociados a la enfermedad que complican su
estudio. Por ejemplo, existen muchos tipos de cancer y diferencias en su
incidencia que estdn determinadas por el sexo, la edad, la raza, la
situacion geogréafica y otros factores. Adicionalmente, los tumores
pueden presentarse casi en cualquier parte del cuerpo y con diferentes
manifestaciones clinicas. Por esta razén, es casi imposible hacer una
definicion unificada del cancer. En esencia, el cancer es el resultado de
la pérdida del control del proceso de division celular como consecuencia

de una alteracion genética.

» Carcinogenicidad: capacidad de un material o agente de causar cancer.

» Carcinogénicos: las sustancias y preparados que, por inhalacion,

ingestidbn o penetracion cutanea puedan producir cancer 0 aumentar su

frecuencia.

» Delecion Existen muchos tipos de mutaciones que pueden ocasionar
enfermedades genéticas. Una de ellas es la delecidn, que consiste en la
pérdida de un fragmento del genoma, bien sea por exposicidbn a
mutédgenos quimicos o radioactivos o simplemente por un error durante
la division celular. Como resultado, un cromosoma pierde un fragmento
de ADN. A menudo, si la delecion incluye un gen o algun fragmento del

ADN requerido para el funcionamiento normal de la célula va a carecer



de la funcibn de ese gen y se presenta una situacion anormal.

Basicamente asi es como una delecion produce una enfermedad.

Efecto toxico crénico: manifestacion que acontece como consecuencia

de una exposicion prolongada a un téxico.

Hereditario Heredado es una palabra que describe los rasgos o las
caracteristicas que se trasmiten a travées de los genes de los padres a los
hijos. Sin embargo, no todas las caracteristicas que son determinadas
por los genes son heredadas de los padres. Por ejemplo, las formas mas
comunes de cancer son causadas por alteraciones en uno o varios
genes pero en la gran mayoria de los casos el cancer no es heredado; lo
gue se hereda es la predisposicion a padecerlo. Por otra parte, algunos
rasgos presentes en una familia pueden ser debido al impacto del medio
ambiente donde la familia se desenvuelve, por ejemplo, la obesidad
puede ser el resultado de los habitos alimenticios en una familia y no
necesariamente debido a un gen que se esta segregando dentro de la

misma familia.

Monosomia Normalmente una célula tiene dos copias de cada

cromosoma. Se habla de monosomia cuando la célula tiene una sola
copia de un determinado cromosoma. Esta pérdida de un cromosoma

puede llevar a la alteracion de la expresion de sus genes.

Mutacion El término mutacion se refiere a un cambio o alteracion en el
ADN. Cuando la gente oye la palabra mutacién, generalmente piensa en
un evento negativo, algo que es nocivo. Sin embargo, hay algunos
cambios o alteraciones en el ADN que pueden ser beneficiosos. Las
mutaciones pueden no tener ningun impacto sobre la funcion de un

organo o sistema o pueden en cambio causar problemas.



Mutacién puntual o génica: Mutacién en la cual se sustituyen un par de
bases del DNA.

Mutacion somatica: Cambio subito en el material cromosémico de los

nacleos de las células somaticas que afecta a las células que de ellas

deriven, pero no a la descendencia.

Mutagénical/o: relativa/o a la capacidad de un material o agente de

alterar material genético de una célula de manera tal que la alteracion

resultante se manifieste en las células ulteriormente generadas.

Recombinacién: Proceso que lleva a la obtencion de un nuevo genotipo

a través del intercambio del material genético entre secuencias

homélogas de DNA de dos origenes diferentes.

Teratogénical/o: relativa/o a la capacidad de un material o agente de

provocar malformaciones durante la gestacion de un ser vivo.

Toxicidad: capacidad de un material o agente de causar efectos

adversos en un ser vivo.

Toxicos: las sustancias y preparados que, por inhalacion, ingestién o
penetracion cutanea en pequefias cantidades puedan provocar efectos

agudos o cronicos e incluso la muerte.






