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RESUMEN

El géneroLupinus (Fabaceae) se encuentra distribuido en paises ddité&franeo y
Ameérica reportandose la presencia de aproximadam@dd especies y en México
existen mas de 80. Sus semillas tienen potencialai@oldgicoy alto contenido de
alcaloides quinolizidinicos. Se obtuvieron extactrudos déupinus mexicanuyg
Lupinus montanussi como flavonoides daipinus mexicanug se aislo la lupanina de
Lupinus albusa una pureza del 95% (analizada por HPLC-ME), ésipar (Sigma
Chemical Company). Se evalué la genotoxicidadizatido la prueba del cometa en
linfocitos humanos y en los nudcleos estaminales Tdedescantia (Tradescantia
subacaulisy Tradescantia hirsutifloragclon 4430) a concentraciones de (0.01, 0.1, 0.5
y 1.0 mM). La migracién de la cauda en linfocitasrtanos expuestos a los extractos de
Lupinus mexicanug.17 a 6754) lupanina (3.44 a 5.94 ) y flavonoides (2.54682
i) fue mayor estadisticamente al testigo negafjpe 0.01), y por tanto, mostraron
actividad genotdxica, en todas las concentrasialee 0.01 a 1.0 mM. El extracto de
Lupinus montanusno presentd diferencia significativa en las cotraeiones de 0.5
mM (1.57 p) y 1.0 mM (1.95 p) (p> 0.05), comparados el testigo negativo. El
mismo caso para esparteina a la concentraciéon @emM (2.96 p) (p> 0.05),
comparados con el testigo negativo. La migracion lalecauda en los nucleos
estaminales delradescantia(clon, 4430) expuestos a los extractos ldginus
mexicanus(19.12 a 25.99 p).upinus montanugl5.29 a 24.28 u) y la lupanina
(12.33 a 32.06 p) mostraron significancia estadisfp< 0.01) respecto al testigo
negativo y por tanto, genotoxicidad en todas ¢ancentraciones 0.01 a 1.0 mM. La
esparteina  no presentd diferencia estadisticaifisajiva (p> 0.05) en las
concentraciones 0.01 mM (5.96 u), 0.1 mM (5.48 ). mM (5.44 p), solo en la
concentraciéon de 0.5 mM (7.01 p) con respecto stlge negativo. Los flavonoides
tampoco fueron capaces de inducir actividad gemcdadts.73 u) (p> 0.05) en la
concentracion de 1.0 mM. y el resto de las canaeiones si mostraron diferencia
significativa con el testigo negativo.

Es clara la genotoxicidad detectada en los comgsiesintes mencionados,
principalmente en las concentraciones mas baj&d (¥.0.1 mM). Estos resultados
contrastan con otros previamente publicados. Sibaego, las diferencias pueden
atribuirse a los distintos sistemas de prueba eadpkey/o a las concentraciones de
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extractos o alcaloides estudiados; el rango deertracion utilizado por nosotros es

mucho mas bajo, en este sentido, resulta muy sarte que la capacidad genotoxica
de los compuestos estudiados sea inversa a lartoaién estudiada. Es probable que
las altas concentraciones de estas sustanciasqu@vgran fragmentacion del ADN v,

por lo tanto, que resulta dificil la visualizacide la cauda, lo que conduce, a una
cuantificacion a la baja o incluso una nula detatcilfal comportamiento ya ha sido

reportado en otras sustancias quimicas.

Ante la escasa informacion, es evidente que searqude mas estudios toxicologicos
y genotoxicos antes de explotar el potencial faoidagco de los compuestos de

Lupinus mexicanug Lupinus montanus
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ABSTRACT

Lupinus (Fabaceae) is distributed in the Mediterranean Antkrica reported the
presence of about 300 species and in Mexico therewer 80. Its seeds have a high
potential pharmacological and quinolizidine alkd$éo Crude extracts were obtained of
Lupinus mexicanugand Lupinus montanysand flavonoidsdfupinus mexicanys
lupanina was isolated fromupinus albusjupanine to a purity of 95% (analyzed by
HPLC-ME), sparteine (Sigma Chemical Company). Tesotoxicity was assessed
using the comet assay in human lymphocytes and staabei of Tradescantia
(Tradescantia subacaulsnd Tradescantia hirsutifloraclone 4430) at concentrations
(0.01, 0.1, 0.5 and 1.0 mM). The migration of thiih human lymphocytes exposed to
extracts fromLupinus mexicanug6.17 to 67f), lupanine (3.44 to 5.94) and
flavonoids (2.54 - 2.68) was greater than the negative control statigyi¢pl <0.01),
and both showed genotoxic activity in all concendres of 0.01 to 1.0 mMLupinus
montanusextract showed no significant difference in corions of 0.5 mM (1.57%)
and 1.0 mM (1.954) (p> 0.05), compared to negative control. The sajoes for
sparteine to the concentration of 1.0 mM (296(p> 0.05), compared to negative
control. The migration of cauda nuclei staminBdadescantiaclone 4430) exposed to
extracts frombupinus mexicanugl9.12 to 25.991), Lupinus montanu§l5.29 to 24.28
w) and lupanine (12.33 to 32.0% showed statistical significance (p <0.01) comgace
negative control and therefore genotoxicity atcalhcentrations from 0.01 to 1.0 mM.
Sparteine showed no statistically significant défece (p> 0.05) in concentrations 0.01
mM (5.96u), 0.1 mM (5.481) and 1.0 mM (5.441), only the concentration of 0.5 mM
(7.01u) with respect to negative control. Flavonoids alswe able to induce genotoxic
activity (5.73 n) (p> 0.05) in the concentration of 1.0 mM. and tlest of the
concentrations did show significant difference friéra negative control.

It is clear the genotoxicity detected in the compmsimentioned above, mainly
in lower concentrations (0.01 and 0.1 mM). Thessults contrast with others
previously published. However, the differences lsarattributed to the different test

~ Xii~



systems used and/or concentrations of extractsloadka studied, the range of
concentration used by us was much lower, in thiseeit is very interesting that the
genotoxic potential of compounds studied is invefseoncentration studied. Maybe
high concentrations of these substances causdisagmifragmentation of DNA and,
therefore, it is difficult visualization of thait, leading to a low quantification or even
zero detection. Such behavior has been reporteatlier chemicals.

Given the limited information it is clear that mostudies are required before
toxicological and genotoxic exploit the pharmacatay potential of compounds in

Lupinus mexicanuandLupinus montanus
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INTRODUCCION

Los lupinos son ampliamente utilizados en alguraisgs para la alimentacion animal y
humana (Gladstones, 1974), se ha empleado laahdeh. albus en la elaboracién de panes,
galletas y espagueti, también se ha utilizado esalaoracion de analogos de leche y yogurt, asi
como en dulces de chocolate hiperproteicos parertitps a partir de semilla tostada o aislado
de proteina por sus diversas propiedades y alttecimo de proteinas, aceite, fibra,
carbohidratos (Lopez y Fuentes, 1986; Burggeal., 1999; Egafnat al., 1992; Dash y Garbieri
1980).

Se han reportado que las semillad.dangustifolius y L. termis, tienen efectos beneficos
en diversas enfermedades: reducen la presion seagyila hiperglucemia en ratones, conejos y
ratas (Cabat al., 1984; Omran 1996), diabetes, enfermedades castalares, generacion de
tratamiento hormonal alternativo en humanos y al@sygon anticancerigenos, antimicrobianos,
antinflamatorios (Wood, 2006; Scettal., 2008; Kurser, 2002; Claussnitztl., 2011).

Sin embargo, el empleo de las semillas de lupiflgestres se ve limitada por el alto
contenido de alcaloides de tipo quinolizidinico yoraa 1%) ya que puede provocar toxicidad
aguda o crénica. También causan envenenamient® agudnimales que se pueden conducir a
fallo respiratorio, convulsiones y coma, lo que gmieprovocar la muerte del animal o
desencadenar grandes trastornos en las neuroragate motoras del sistema nervioso central
(Agid etal., 1988).

Asi mismo, existen reportes de la toxicidad dealoaloides quinolizidinicos en diversas especies
de vertebrados. Esparteina se encuentra.eatbus y L. angustifolius so6lo en cantidades trazas,
sin embargo, es considerada junto a la lupanimapdos alcaloides mas toxicos presentes en las
semillas de lupino (Jurado 1989). La esparteinapardina son considerados toxicos para los
vertebrados por ser agonistas de los receptoraseadicolina, inhibidores de los canales de Na+
y K+, lo que bloquea la sefial de transduccion maly@robablemente también alteran la sintesis
de proteinas (Wink, 1991; Wink y Roberts, 1998). d&scribe, en bovinos y ovinos, una
intoxicacion por lupino, que se produce por la @cdirecta de los alcaloides sobre el organismo.
Se sabe que los efectos toxicos estan relacioratogna dosis alta de alcaloides ingerida en un
periodo corto, por accion directa de ellos sobrgistéma nervioso central. El cuadro clinico se

caracteriza por producir depresion respiratorigjGachipotensora, inhibicion de la transmision



neuromuscular y fibrilaciébn cardiaca. En cuadrosidag se ha observado que disminuye
drasticamente el consumo de alimento. Especialmamtanimales jovenes hay una alteracion
metabdlica, que reduce la eficiencia alimenticiae(dk, 1993). En los patos se presenta una
disminucion en la eclosion de la biomasa y producae huevo, asi como un bajo conteo de
eritrocitos y contenido hematico en embriones. &anes se ha observado que la dosis maxima
no letal (Dlp) para esparteina y lupanina, via intraperitonesalde 30.7 mg/kg y 150 mg/kg,
respectivamente, y de 220 y 410 mg/kg por admadgin oral para cada alcaloide
respectivamente. En la rata ladglpor lupanina equivale a 177 mg/kg via intrapeetl y 1664
mg/kg via oral (Neuwinger 1998). Dado que la luparse desecha rapidamente en el higado no
perdura en el cuerpo humano y es eliminado en plocess por lo que no se han reportado
efectos cronicos (Neuwinger 1998). El principatanveniente para la utilizacion deipinus
para la alimentacion es su toxicidad principalmeéatde tipo crénico conocida como lupinosis
(Allen, 1986; Blood y Radostitis 1992; Merck 1993)

En humanos la intoxicacion por la ingestion de laldas quinolizidinicos produce vomito,
diarrea, o lo opuesto constipacién. De otro modderfieren con la inhibicion de enzimas
digestivas o transporte de proteinas para aminogicalzicares o lipidos (Wink y Hartmann
1982).

El potencial de aplicacion terapéutica alternatigdos flavonoides es prometedor, no obstante es
necesario evaluar los efectos adversos en citatlaxic ya que existen reportes de
envenenamiento en animales y humanos aislados atgapl Algunos flavonoides poseen
actividad genotdxica como es el caso de genis&iGaBoos y Stopper, 2000) sin embargo, hay
datos controversiales de los efectos genotoxicodoseflavonoides, especificamente existe

diferencia entre estudias vivo con los realizados vitro (Rucinska y Gabryelak, 2009).

La activacion metabdlica de estos compuestos bigatlo los convierte en moléculas altamente
reactivas capaces de reaccionar con macromolétalésscomo el ADN (Arungundruret al.,
1999). Por lo que en el presente trabajo se evadéugenotoxicidad de extractos obtenidies
Lupinus mexicanus y Lupinus montanus, asi comolupanina, esparteina y flavonoides. Se utilizo
la prueba del cometa alcalino en linfocitos hunsanen nicleos déradescantia.



ANTECEDENTES

El géneroLupinus (Fabaceae) se encuentra ampliamente distriburédemlor del mundo en
latitudes de 65°N (Islandia) a 42°S (Chile y Nuetanda), longitud (76° 3' 57" W) a nivel del
mar (Australia) a 3,800 m (Bolivia) (Baylis y Harmyl 1986), en paises del Mediterraneo y en
América. Gladstones (1998) reporta la presenciapdeximadamente 300 especies de las cuales
mas de 80 se distribuyen en 26 estados de la Repliéxicana (Dunn, 1979; McVaugh, 1987).
Algunas especies han sido cultivadas y usadas tusagios en amplias zonas geogréficas para
la alimentacion animal y humana (Gladstones, 197&distribucion de los lupinos silvestres en
México es importante, sobre todo en la Sierra Ma@ezidental y el eje Neovolcanico
transversal, el cual, es considerado como un ceetondario de diversificacién de este género
(Dunn, 1984; Cuanalcet al., 1989; Planchuelo, 1996; Bermudstzal., 2000). En el estado de
Jalisco se reportan 15 especies de lupinos sikgesantre los cuales las poblacioneslLde
exaltatus, L. mexicanus, L. reflexusy L. montanus son los mas abundantes (Reial., 2000).

El género incluye hierbas anuales, perennes, adus inclusive se reporta una especie arbérea
(Lupinus jaimehintoniana) que alcanza los ocho metros de altura (Turr@95)L Por lo general,
posee hojas palmati-compuestas de 5 a 17 foliolgdes, pero también algunas especies tienen
hojas simples; estipuladas adnadas en la basesdgettolos con dos puntas libres; bracteas
florales usualmente deciduas en antesis; adnadasbase del céliz; el céliz profundamente
hendido; flores en racimos dispuestas en vertiglmslo regular azules, morados o violaceas,
raramente blancas o amatrillas; semillas compresas@ mayoria obovoides (McVaugh, 1987).
Las especies deupinus constituyen un importante componente de los basdeepino-encino,
tanto por su abundancia como por su amplia distidouMcVaugh, 1987).

Sin preferencia por condiciones topograficas efipasj aunque es abundante en claros de
bosques y en sitios perturbados, por lo genetalssencuentra a las orillas de caminos y en zonas
de cultivo; asimismo, como maleza en los pastizades regiones semiaridas y en habitats

perturbados a causa de la tala y los incendios @igW, 1987).



Taxonomia y sistematica

En 1987 Takhtajan clasifico al géndnagpinus de la siguiente manera:
1.-Division: Magnoliophyta (Angiospermae)

2.- Clase Magnoliopsida (Dicotyledone)

3.- Subclase: Rosidae

4.-Superorden: Fabanae

5.-Orden: Fabales

6.-Familia: Leguminosae (Fabaceae)

7.- Subfamilia: Papilionoideae

8.-Tribu: Genistea

9.-Génerolupinus

Los datos serolégicos y la secuenciacion de loegjeRbcL e ITS, le han permitido la
clasificacion como taxon monofilético, dandole tasacteristicas propias del génénapinus
(Wink et al., 1995; Kass y Wink, 1997).

Distribucion geografica de los lupinos

Un gran namero de especies dellopinus se ubica en la costa y en las regiones montaiiietas
oeste de Norteamérica como Alaska México se encuentran en las regiones superioles
1,500 msnm. De igual manera los encontramos dielaas altas de los andes en Peru y regiones
vecinas, en Brasil, Uruguay y Argentina. Unas tamBspecies se encuentran en el este y sureste
de las costas de Estados Unidos, asi como ergildnreel Mediterraneo, incluyendo Grecia,
Turquia, Espafa y Portugal; también existen eraganontafiosas tropicales de Africa (figura 1)
(Gladstones, 1974; McVaugh, 1987).



Figura 1. Los posibles centros de origen y divexaiion del génerbupinus: i) Mediterraneo, ii)

andino vy iii) norteamericano.

Los lupinos de Jalisco

En Jalisco existen alrededor de 15 especies dedsiistribuidos en su mayoria en las zonas
montafosas del estado, con mayor incidencia eevaldo de Colima, Lagos de Moreno, Sierra
de Quila, la Sierra de los Huicholes que formanepde la Sierra Madre Occidental, las Sierras
de Talpa y Tapalpa en el Eje Neovolcanico Trangeren altitudes que van desde los 1,500
msnm (. exaltatus) a los 4,200 msnmL( aschenbornii) localizadas en los municipios de
Tapalpa y Chiquilistlan (Sierra de Halo), Mezquii8an Juan Peyotan y San Andres cohamiata),
Tequila (Volcan de Tequila), Mascota (Cerro del dépete y Lago de Juanacatlan), Autlan
(Sierra de Manatlan), San Martin de bolafios (Sagublide la Sierra), Mazamitla (Sierra del
Tigre), Cuquio (Cerca del Rio Agua Caliente), Jepet (Sierra de Tecuan), Tonila (Volcan de
Fuego), Talpa (Cumbre del Cerro Tejamanil y Sideda Campana), ciudad Guzman y Ojuelos
(McVaugh, 1987) (figura 2).



Figura 2. Distribuciéon de las especies de lupinosla Republica Mexicana. Las zonas
enmarcadas sefialan los sitios de principal distifloude lupinos: 1. Sierra Madre Occidental 2.

Eje Neovolcanico Transversal (Bermudez, 1988).

Lupinus montanus H.B.K. es la especie amplia distribucion en ehds de Jalisco y se
encuentra, usualmente, en Bolafios, Mezquitic, Gatriel y en el Eje Transversal
Neovolcanico en, Nevado de Colima surelos pobres, arenosos y poco fértiles, sobree@aad
montafiosas en zonas abiertas de bosqueirle hartwegii, 0 como maleza en habitat
perturbado a partir de 3,000 msnm. Su floraciopresenta en Diciembre y Junio (McVaugh,
1987). Otra especie con amplia distribucionLgsnus mexicanus, de facil adaptacion a habitats
perturbados y malezas cada vez a lo largo de lastess, o sobre las zonas cultivadas, (1300-
1800 hasta 2200 m en la meseta central y en lacaualta del rio Santiago. Su floracion se
presenta en Mayo hasta Noviembre. Se encuentfeatic, Arandas. Cd. Guzméan, Cuquio,
Etzatlan, Gomez Farias, Juanacatlan, Lagos de Mpr&juelos, Talpa, Teuchitlan, Villa

Obregon, Yahualica y Zapopan (McVaugh, 1987).



ALCALOIDES

Un alcaloide es un compuesto ciclico que contiéimégeno en un estado de oxidacion negativa,
cuya distribucion es limitada en organismos vivBskerts y Wink, 1998). Su clasificacion
quimica es la siguiente:

a) Aminas secundarias y terciarias; son mas o mermémcas debido a lo cual tienen
propiedades hidrofilicas a pH < 7 o en la mayo®alas casos son lipofilicas y no
protonicas a pH > 8. Este es el tipo de alcaloidsico.

b) Compuestos aminocuaternarios; son muy polaregadas todos los valores de pH y por
sus caracteristicas tienen que ser aislados cde® sa

c) Compuestos amino neutros, los que incluyen lodaadiss tipo amida.

d) N-Oxidos, que son por lo general altamente soluldasagua y frecuentemente
encontrados en muchas clases de alcaloides.

ALCALOIDES QUINOLIZIDINICOS

Se derivan de la quinolizidiana en complejidad, qaen en su mayoria son biciclicos o
tetraciclicos (2 6 4 anillos de nitrdgeno). Apareoe®mo aminas terciarias y como N-O0xidos
(Muzquizet al., 1982). Se distinguen de otros alcaloides dehidaoe contienen por lo menos un
sistema de anillo quinolizidinico (Wink, 1993; S#lao y Gottlied, 1980; Kinghorn y Balandrin,
1984). De acuerdo con el grado de sustitucion, Ipomenos ocho grupos de alcaloides
quinolizidinicos pueden ser distinguidos en losuigigtes grupos estructurales: a) lupanina, b)
leontidina, c) esparteina/lupanina/multiflorina, adpyridonico, e) matrina, f) ormo-sianina, g)
piperidinices y dipiperidinicos, y h) estructuracataneas (Wink, 1993). La figura 3 muestra los
diferentes tipos estructurales de alcaloides qizilddhicos.

Los diferentes tipos estructurales de alcaloidemadj@idinicos no estan homogéneamente
distribuidos en las leguminosas; por ejemplo, lektgo lupanina/esparteina/multiflorina, asi
como los del tipo lupanina y derivados (ésteresrynés hidroxiladas) estan presentes en unos
cuantos géneros, principalmente larpinus. Sin embargo, sélo la familia Fabaceae posee los
genes necesarios para la biosintesis, transpat@macenamiento de alcaloides quinolizidinicos
(Wink y Hartmann 1982).
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Figura3. Las estructuras de algunos alcaloides quindtiziok
Fuente: Muzquizt al., 1994.

Biosintesis y el metabolismo de alcaloides quindilitnicos enLupinos

La biosintesis de los alcaloides quindinicos en los lupinose realiza en las partes aér
verdes de la planta, especificamente en el clstpldWink y Hartmam, 1982). Las
conentraciones de alcaloides quinolizidinicos poseenritmo diurno con una prodcion

8



estimulada durante el dia. Son transportados pfioezha a otras partes de la planta (Wink y
Witte, 1991) y acumulados predominantemente enragast celulares sub-epidérmicos. Las
semillas son especialmente ricas en alcaloides gouadcanzar hasta el 3-4%, ya que son
movilizadas a las hojas senescentes durante ebpevegetativo (Wink y Hartmann, 1982).

Los alcaloides quinolizidinicos se sintetizan aipalel aminoacido lisina (C6N2), la cual sufre
un proceso de decarboxilacion, debido a la préselecdecarboxilasa de la lisina. Esto da como
producto a la cadaverina (C5N2), un precursor ernmeédiario entre la lisina y los alcaloides
quinolizidinicos (Wink y Hartmann, 1982). Asi lododos de nitrégeno del esqueleto
quinolizidinico (C15N2) de los alcaloides son dadwes de lisina o cadaverina (figura 4).

La evidencia sugiere que la lisina suple una unidstmediaria de carbono-nitrégeno (C5N2)
transformandose por pérdida de un carbono en cadayésta a su vez suple a las dos cadenas
C5N de los alcaloides (Golebiewski y Spenser, 1985)

Segun la evidencia de indicadores radioactivosusgrio la distribucién equitativa de los tres
segmentos C5 sobre el esqueleto C15N2 de los @ealque, podria ser explicada debido a que
estos fueron derivados dé-piperidina (Golebiewski y Spenser, 1976). La péeaingular de este
modelo es la incorporacion equitativa de 14C613@rdeale tres segmentos C5 de los alcaloides
(Golebiewski y Spenser, 1985). En efecto, los dapantan a otros intermediarios entre
cadaverina y los alcaloides quinolizidinicos comoo &l 5-aminopentanal, que es el aldehido
derivado de la pérdida de un atomo de hidrogena dadaverina (Fraser y Robins 1987), o a la
base ciclica del 5-aminopentanal, A&xpiperidina, que es el resultado de una denominacié
oxidativa o transformacién del 5-aminopentanal talzada por las enzimas diaminoxidasa o
diaminotransferasa, respectivamente (Hasse y Schb®ii3). Debido a esta)-piperidina
también sirve como intermediario en la biosintdsisos alcaloides de los lupinos y suple las dos
cadenas C5n que producen unidades N-1, C-2,-%-%-8-16, C-15,-14,-13,-12,-11, asi como a
las cadenas CS que forman la unidad central Cédal¢aloides (Winket al., 1980).

Los experimentos realizados con marcadores depis$toadioactivos han revelado que el
carbono derivado de\'-piperidina es incorporado a lupanina de maneradéfiga (Golebiewski

y Spencer, 1976, 1984). De manera similar y siregeion, los substratos con 14C, a partir de
lisina y cadaverina, son conducidos dentro de alguipos de alcaloides que poseen unidades
C15N2 (Fraser y Robins 1987; Winét al., 1980). Ademas, la incorporacion de 13C derivado

de cadaverina y/o lisina produce alcaloides casit@iyamente enriquecidos en cada uno de los



seis sitios de carbono adyacentes al atomo degaitmd de los alcaloides de los lupinos
(Golebiewski y Spenser, 1984).

COOH NH,

Fr=H Lisina

descarboxilasa
NH,

CO,
NH, NH,

Lisina Cadaverina
4 x Piruvats

Sintasa

4 x Alanina

\
INTERMEDIARIO

Lupanina 17 Oxoesparteina Esparteina

Figura 4. Biosintesis de alcaloides quinolizidisico

La distribucion de alcaloides quinolizidinicos

Los alcaloides quinolizidinicos estan distribuigmscipalmente en las leguminosas (Fabaceae),
que es la familia de plantas con flores mas graddspués de Compositae y Orchidaceae.
Agrupa 650 géneros y aproximadamente, 18,000 espéBafuelos y Jiménez 2006). Los

alcaloides quinolizidinicos se sintetizan y acumuta las llamadas leguminosas primitivas de

las tribus siguientes: Genistedaiginus), Sophoreae, Dalbergieae, Euchresteae, Thermapsida
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Bossiaeae, Brongniartieae, Podalyrieae, Liparie@zoyalarieae (Kinghorn y Balandrin, 1984).
La transferencia de alcaloides quinolizidinicosamtas hospedadoras de especies productoras de
alcaloides quinolizidinicos es posible, como seldzaso en especies de Scrophutariaceae (Wink
et al., 1982). Por otro lado, algunos insectos espeeaiddis en parasitar plantas que contienen
alcaloides quinolizidinicos (por ejemplo Macrosiptalbifrons, Aphisgenistae vy
Aphiscytisorum) pueden almacenarlos de maneraaagtitilizarlos como una defensa contra sus
depredadores (Winét al., 1982; Wink y Witte, 1985, 1991; Wink y Romer,869 Wink, 1992).
Actualmente se han reportado mas de cien alcalaldetipo quinolizidinico presentes en las
especies silvestres del généxginus, sin embargo, existe una variacion inter e ins@eeie en

el contenido y proporcion entre ellos (Muzgeial., 1982).

Los alcaloides quinolizidinicos representan la@pal defensa quimica de los lupinos contra sus
predadores naturales, sean herbivoros o fito-patd&gga que estos son toxicos e inclusive
teratogénicos (Keeler, 1976; Wink, 1985; Wink, 198Vink, 1988; Wink, 1993; Salantino y
Gottlieb, 1980).

Estas sustancias ademas de representar una deferiga lupinos contra sus depredadores
(insectos y herbivoros). También muestran propiesiddrmacoldgicas como antihipertensivos,

antipiréticos, antiinflamatorios y anti arritmiccardiacos entre otros (Schmelkéal., 1994).

LUPANINA Y ESPARTEINA
La lupanina y esparteina son los principales aides presentes en casi todas las especies de
lupinos silvestres de Jaliscademas de 18&-lupanina y 17-oxo-lupanina (Wink, 1993). La
esparteina se utiliz6 en el tratamiento de arrgngardiacas, contraccion uterina y como
diurético. La lupanina y esparteina presentan tamiictividad antipirética, antinflamatoria,
depresora del sistema respiratorio, diurética, dijgemiante, hipotensiva, alucinégena y
antidiabética (Kinghorn y Balandrin, 1984).

El sulfato de esparteina administrado intravenos&men pacientes normales incrementa
el nivel basal de insulina (Sgamba&taal., 1986) y con diabetes tipo 2 estimula la secreeidn

las célulasp pancreéticas reduciendo el nivel de glucosa saegu(Paolisscet al., 1988).
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También se ha demostrado que vitro varios alcaloides quinolizidinicos incrementan la
secrecion de insulina en presencia de nivelesldeosgp elevada (Garcéhal., 2004).

Es notable que en las diferentes especies vadbuadancia tomando en cuenta el patrén de
alcaloides, la mayoria de las especies de lupinesicanos estan mas relacionadas con las

especies Norteamericanas (Bermuetes., 2000; Bermudeet al., 2002).

FLAVONOIDES

Los flavonoides son un grupo importante de mditalsosecundarios sintetizados por los
Lupinus. Estos compuestos se caracterizan por tener welesg C6-C3-C6 exhiben un amplio
espectro de actividades biologicas (Dixon y Pal@85; Bednarekt al., 2003). Los flavonoides
se encuentran ampliamente distribuidos en la alaza, son especialmente abundantes en las
plantas. Estos se encuentran en la soya, frutggtales, semillas, flores, te verde, te negro,
cacao y en bebidas como vino, cerveza, extractoplahtas como arandano, gingkobiloba,
cardo, mariano o crataegus (Formica y Regelson)1995
La soya contiene flavonoides individuales, peve mas beneficiosos son la genisteina y
daidzeina (Mentort al., 2001). Los flavonoides de soya tienen actividatoaidante que
ayudan a proteger el sistema cardiovascular dexidacon de LDL (lipoproteina de baja
densidad) (Kirket al., 1988).
Previenen diferentes enfermedades, como el auntenia placa arterial, reduce el riesgo de
obtener enfermedades cardiacas coronarias, ayudduair el cancer de seno y previene el
cancer de prostata, pueden combatir la osteoposstisulando la formacion del hueso y
también pueden aliviar sintomas de la menopausamtdiet al., 2001; Wangt al., 2002; Scet
al., 1996). Existen reportes del empleo de isoflaide® como la generacion en tratamiento
hormonal alternativo en humanos y animales (Wo2006; Scottet al., 2008; Kurser 2002).
Presentan propiedades antioxidantes y tienen raqmidtectora en la terapia preventiva de
diversas cardiopatias, capacidad de prevenir lagagion plaquetaria (efectos antitromboticos)
(Paceet al., 1995) antimicrobianos, anticancerigenos, disoonudel riesgo de enfermedades
cardiacas, mejoran los sintomas alérgicos y art@iimentan la actividad de la vitamina C,
bloquean la progresion las cataratas tienen urtcetéoico sobre el corazén, potenciando el

musculo cardiaco y mejoran la circulacion (Claugenét al., 2011).
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El potencial de aplicacion terapéutica alternatigdos flavonoides es prometedor, no obstante es
necesario evaluar los efectos adversos en citatiaxicya que la activacion metabdlica de estos
compuestos en el higado los convierte en molé@ltamente reactivas capaces de reaccionar
con macromoléculas tales como el ADN (Arungundeitral., 1999). Pueden inducir apoptosis
(Fioravantiet al., 1998; Pat al., 2002) y dafio genético (Boos y Stopper, 2000%. flavonoides

también mostraron actividad genotoxica en fibrabkse raton (Rucinska y Gabrielak 2009).

En su estructura quimica contienen un numero Maridé grupos hidro-fendlicos, y presentan
una gran capacidad antioxidante que depende depriagiedades redox de sus grupos
hidroxifendlicos, son quelantes del hierro y otnustales de transicion y de la accién inhibitoria
de radicales hidroxilo y superoxido, altamente tieas en la cadena de peroxidacion lipidica
(Jovanovicet al., 1998; Pacet al., 1995).

Sistemas para la deteccion de dafio genético

El sistema mas adecuado para detectar actividaggénita es aquel que localiza los mutagenos
antes de que estos manifiesten sus efectos nodtarslo anterior, resulta apropiado aplicar
sistemas de prueba en otros organismos, paraatetiedto genético ocasionado por contaminantes
como pesticidas, metales pesados, medicamentosdygtos naturales, siempre y cuando estén
expresadas sus limitaciones y diferencias en ehlioémo y en los sistemas de reparacion del
ADN (Li y Loretz, 1991). Algunos autores opinan dakes diferencias son tan evidentes que los
resultados pueden extrapolarse inclusive al hondleréal suerte que, estos tipos de estudios se han
recomendado a la Organizacion Mundial de la Sahsdr{tet al., 1992).

ENSAYOS DE GENOTOXICIDAD

En muchos paises se establecieron los requisitesaugos para ensayos agudos o de corto plazo y
cronico o de largo plazo y se fijaron normas y leisele tolerancia, asi como, el desarrollo de una
serie de bioensayos de tiempos cortos para lavazsén de cambios genéticos. Estos sistemas de
prueba tienen diferentes propoésitos como son (Bgueda de productos ambientales con

propiedades mutagénicas, (2) identificacion deimadgenos en fluidos del cuerpo, (3) evaluacion
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de los mecanismos de la activacion quimica dergagenos y sus reacciones con el ADN y (4)
prediccion de carcinogenicidad de sustancias. @enente se requiere de 2 o 3 bioensayos para

afirmar que una sustancia quimica es carconogéasiano, 1991).

Actualmente se cuenta con una gran variedad debasucon las que se puede determinar dafio
genético o detectar compuestos genotoxicos, esiadep ser bioquimicas,in vitro, con
microorganismos, células vegetales o animaes/o 0 con roedores para determinar dafio a nivel
0 molecular (Ramirez, 2001).

Por lo anterior, es necesario el uso de indicadoimdgicos para evaluar el dafio en el material
genético, por ello se desarrollaron diferenteisias de prueba o bioensayos para detectar dafio
genético inducido por agentes fisicos o quimicogplantas (Grant y Salamone, 1994; Ichikawa,
1992; Grant, 1994; Gramt al., 1992), en insectos (Graf y Singer, 1992; Gtadl., 1984) y en
bacterias (Amest al., 1973). Los sistemas de prueba antes mencionaolesen ventajas y
desventajas que deben de ser consideradas panarotigores resultados.

Prueba cometa

Se han utilizado varias técnicas basadas enif@ daADN para identificar sustancias con
actividad genotoxica. Una de las pruebas mas resigrara la deteccion de rompimientos de
hebra sencilla o doble de ADN en poblaciones cedslas la denominada prueba del cometa o
electroforesis en célula Unica, disefiada en 1984rikcipio basico del ensayo cometa es la
migracion del ADN en la matriz de agarosa bajo @mades alcalinas. Las células son
embebidas en agarosa y colocadas en un porta sfgpetsteriormente son lisadas por detergentes
altos en sales, se someten a migrar en un calepioéorético bajo diferentes valores de pH,
neutralizadas, tefiidas y analizadas al microscdpifluorescencia. Al observar la célula tiene
una apariencia de un cometa, con cabeza que congs@ la region nuclear y una cola o cauda
conteniendo los fragmentos del ADN o hebras qugardn en la direccion del anodo (figura 5).
La migracion del ADN es cuantificada al medir laddud de la cauda lo que corresponde a
migracion. Sus caracteristicas con respecto a otrédos son las siguientes: 1) se ha

demostrado su sensibilidad para detectar bajoseside dafio al ADN, 2) se requiere un nimero
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pequefio de células por muestra, 3) flexibilidadbd&jp costo, 5) facil aplicacion, 6) puede ser
usada para valorar genotoxicidad con cantidadesiviaanente pequefias de la sustancia a
evaluar, 7) se necesita relativamente poco tiepgsa completar el experimento, y 8) es mas
eficiente que otros sistemas para detectar mutgigadi(Monteith y Vanstone 1995).

Con este método es posible detectar una amplieedear de dafio al ADN, tales
rompimientos de hebra sencilla y doble, enlacesaleote cruzados entre ADN/ADN,
ADN/proteinas o desaminacion de bases por dafioatid en los sitios apurinicos o
apirimidicos traduciéndose en rompimientos y sitibajo reparacion de ADN (Collires al.,
1997). También ha sido utilizada para visualizagrddacion de ADN debido a necrosis o
apoptosis. Se puede llevar a cabo en células dguieiadrgano u organismo eucariotico, ha sido
extensamente empleada en células animales (Sinhgh, 1988; Pandranget al., 1995). Por esta
razon ha sido ampliamente utilizada como un indicadmprano de exposicion a una amplia
variedad de agentes fisicos, quimicos o genotoxicos medio sensible para detectar dafio al
ADN inducido o inherente, es decir como un biomamito especifico de impacto genotdxico,por
ello, se consideran como herramientas Utiles €rstudios de toxicologia ambiental (Armets).,
1973; Grafet al., 1984; Grantet al., 1992; Ticeet al., 2000; Avishaiet al., 2003; Hartmanret
al., 2003).
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Figura 5. (a) Nucleos cometizados observados carrostopia de fluorescencia donde
observa el tipico “cometa”. (b) Pardmetanalizados sobre la imagen de un cometa media
analisis de imagenesht{p://www.cometassay.cq).

Tradescantia es un génerale plantas herbaceas y perenasteneciente a la familia de |
commelinaceay originarias deNuevo Mundo. Comprende 74 espedjeg se distribuyen des
el sur de Canadiasta el norte dArgentina Sus especies, ademas, han sido objeto de m
estudios citogenéticasu utilizacion comdioindicadoregara la determinacion de la preser
de mutadgenos en ehedio ambieni, Koppen y Verschaeve (1996) fueron los primeros
reportaron la aplicacion de la prueba del cometa®rélulas de planteparticularmente eVicia
faba. La plantaTradescantia mostr0 también gran eficiencia para el estudiogeieotoxico
ademas de ser relativamente mas sencilla (Ahet al., 2001). Figura 6. &) Flor deTradescantia

(clon 4430).1) Pelos estaminales Tradescantia.
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a) b)

Figura 6. (a) Flor dé&radescantia (clon 4430). (b) Pelos estaminalesldadescantia.
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HIPOTESIS

Los extractos de alcaloides dapinus mexicanus y Lupinus montanus, lupanina, esparteina y
flavonoides poseen actividad genotoxica detectadida prueba cometa alcalino.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad genotoxica de extractos delaides delupinus mexicanus y Lupinus

montanus, flavonoides lupanina y esparteina mediante lal@awkel cometa.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.1 Obtener extractos de alcaloides a partir daeillse de Lupinus mexicanus y Lupinus

montanus.

1.2  Obtener la lupanina como perclorato de lupaaipartir de semilla daupinus
albus.

1.3 Obtener flavonoides a partir de semillalLdinus mexicanus.

1.4  Evaluar la genotoxicidad de extractos de aidak de_upinus mexicanusy Lupinus
montanus a diferentes concentraciones con la prueba dett@oaicalino en linfocitos

humanos y en ndcleos @ieadescantia.

1.5 Evaluar la genotoxicidad de lupanina, esparteina y flavoride diferentes
concentraciones con la prueba del cometa alcalindiefocitos humanos y en nicleos de
Tradescantia.

1.6 Establecer comparaciones del efecto genaiitre ambos sistemas linfocitos y
nucleos ddradescantia.

19



MATERIAL Y METODOS

Colecta

Se colectaron ejemplares Hapinus mexicanus en lagos de moreno a 1700 msnrh.upinus
montanus en el nevado de colima a 2800 msnm, Jalisco, MéSeclasificaron en el Instituto de
Botanica de la Universidad de Guadalajara. A lagstias les fueron separadas las semillas

maduras se guardaron hasta el momento de su citiiiza

Obtencion del extracto crudo de alcaloides para bensayos

Los extractos se obtuvo a partir de 100g de sasnilelupinus mexicanus o Lupinus montanus.

Las semillas se molieron {a harina se coloco en un aparato Soxhlet ptwofas a reflujo con
éter de petroleo. Posteriormente la harina dessagga se seco al aire libre y se mezclo con 300
ml de hidroxido de potasio (KOH) al 25%, duranBhoras, en seguida la harina alcalinizada se
homogenizé con 300 g de tierras de diatomeas (Sighth3-39-3). Enseguida, la mezcla,
harina: tierras diatomeas se coloc6 en columngsmpmdas previamente con una capa tierras de
diatomeas y arena de mar. Los extractos se i@mastcon 500 ml de diclorometano hasta que
no se detecto la presencia de alcaloides con eliveadragendorff. Los extractos acarreados se
llevaron a un rotavapor para separar el dicloram®ty concentrar los alcaloides. Se verifico la

presencia de alcaloides con el reactivo dragenddysocka y Przybyl 1994).

Obtencién de Lupanina

Este compuesto fue aislado en forma de perclagpartir de la semilla del. albus . Se
utilizaron 200 g de semilla 'y se desgras6 corahe durante 24 horas en un aparato soxhlet y
la harina se secé por 24 horas en la campana tdgc@®n. Posteriormente se preparé una
solucion de hidroxido de (KOH) al 25% y se mezchin la harina desengrasada, se dejo reposar
durante 3 horas, se homogenizé con 300 g de dieleadiatomea y se macero, enseguida la
mezcla se sometio a reflujo con una solucion de athidro por 14 horas y se colocé en un

rotavapor para recuperar el solvente.
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Al extracto de lupanina ya tratada anteriormente leseagregaron 50 ml. de metanol,
posteriormente se ajusté a pH 6.5 con &cido pérol§ se coloco en la campana de extraccion
hasta que evaporara. El extracto de lupanina lee@en un embudo y se filtr6 con metanol,
posteriormente se le agrego eter anhidro y se é@oda campana de extracion, se precipito en
cistalales de perclorato de lupanina.

Enseguida se mezclo 1 ml de agua, 4 gotas dexiiidrde amonio, 4 gotas de cloruro de metilo
y una pequefia muestra de perclorato de lupanineetige el agua, se colocaron varias gotas en
una tira reactiva y se determino la presencia daa@tes con el reactivo dragendorff (Wysocka
y Przybyl 1994).

Andlisis e identificacion de lupanina

La confirmacién preliminar de la presencia de luparse realizé mediante cromatografia en
capa fina (CCF). Para la CCF se usaron placasudarab recubiertas de gel de silice 60 GF254
(Merck); el eluyente de corrimiento fue diclorommeanetanol:NHOH 8:2:0.5. Las placas se
revelaron con el reactivo de Dragendorff. Postereate la identificacion de la lupanina se llevo
acabo por cromatografia liquida acoplada a espetitande masas-masas Triple Cuadrupolo
modelo 6430. Marca Agilent Technologies. El equipasta de HPLC modelo 1200. Consta de:
Desgasificador, bomba binaria, horno de columnamnauestreador con refrigeracion interfase
Electrospray. Las condiciones fueron:

Fase acuosa: H20 y Ac. Férmico 0.1% (60%).

Fase orgéanica: (acetonitrilo) ACN 95% + 5% H20 y Rérmico 0.1% (40%)

Columna: C18, de 50 mm X 4.6, 1.8 y tamafo dequéati Phenomenex.

Flujo: 0.3 ml/min.

Tiempo de corrida 1.0 min.

Polaridad: positiva

Transicion: 249.3/136.2

Concentracion de la muestra: 1000 ng/ml

PM: 248.36 de la lupanina
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Obtencidn de esparteina
La esparteina se obtuvo de manera comercial, catf@tc de esparteina (Sigma Chemical

Company).

Obtencion de flavonoides

Los flavonoides se obtuvieron a partir de 100g piientulas de semillas deipinus mexicanus

se colocaronen un vaso de precipitado con &cido sulfuric@4R5Enseguida se lavaron en
agua corriente y enjuagaron con agua destilada@sv Se germinaron en charolas con agua sin
qgue sean totalmente cubiertas, durante 24 horasstgnormente se mantuvieron hiumedas por
aspersion de agua por 24 horas mas. Los germinaglstesidos se colocaron en un vaso de
precipitado donde se adiciond 100 ml de metan®@08b, se homogenizé con un Ultraturrax
durante 5 minutos, al homogenizado se le agregomlO@el solvente utilizado, el producto
obtenido se sometio a bafio ultrasonico por 30 to&udespués se filtrd al vacio en un embudo
Buchner acoplado a un matraz Kitasato de 1 litrohiSeron lavados del material residual con
20 ml de metanol al 80%. Al filtrado obtenido denano el metanol en un rotavapor, a una

temperatura de 40°C, utilizando vacio.

El extracto concentrado se almacend en refrigema@ié 20°C sin exposicion a la luz, hasta su

posterior proceso.

Extraccion en fase solida (EFS)

Los extractos metandlicos concentrados que se iebtuy se disolvieron en 25 ml de agua
destilada y se homogeniz6é en bafio ultrasonico pomiutos. Después con la finalidad de
concentrar y purificar, los compuestos poli fergdicse sometieron a (EFS). Previo a la
percolacion de los concentrados se activaron logiateos con 10 ml de agua cada uno.
Posteriormente se percol6 el concentrado a tragésaddem de cartuchos (fuerte extraccion
catiénica y C-18 fase reversa), después se eluyesonompuestos mas polares con 10 ml de
agua y 10 ml de metanol grado HPLC, para eluictmspuestos fendlicos que fueron retenidos
en ambos cartuchos. Cuando se obtuvo el extractoentrado y purificado se sometié a rota
evaporacion y posteriormente a congelacion (- p(B@bieckiet al., 1997.)
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Para monitorear la presencia de isoflavonoida#ied, la cromatografia en capa fina, (TLC)
para lo cual se utiliz6 como estandar indicadonigjeina y como revelador el reactivo de
Gibbs.

Los extractos congelados se liofilizaron, se emeesaal vacio y se mantuvieron a una

temperatura de — 20°C sin exponerlos a la luz.

De cada una de los extractos anteriofagpinus mexicanus y Lupinus montanus, lupanina y
esparteina y flavonoides se prepararon las sigesezincentraciones con la finalidad de evaluar
su actividad genotoxica: 0.01, 0.1, 0.5 y 1.0 miVise mantuvieron en refrigeracion hasta el

momento de su utilizacion.

PROCEDIMEINTO DE LA PRUEBA COMETA EN LINFOCITOS HUM ANOS

Las muestras de sangre se obtuvieron de estudigaemes (sanos) no expuestos a
medicamentos, radiacion, no fumadores (datos ahienimediante la elaboracion de un
cuestionario). La sangre se coloco en tubos capilposteriormente se colocd en una solucion
amortiguadora de fosfatos (Na2PO4 4 mM, Na2H2P@#VB NaCl160 mM, pH 7) (Singhkt

al., 1988) y fueron separados mediante centrifugagib@00 rpm/10 minutos en tubos capilares.
Los portaobjetos primero se cubrieron con agarpsaNormal Melting Point (NMP) al 1 %, se
permitié que solidifique y luego fue retirado elcnaigel para tener una superficie completamente
limpia. Después de esto, 3p0de agarosa Low Melting Point (LMP) al 0.6 % séoco en el
portaobjetos. Se prepard una mezcla con 25 agarosa de tipo LMP al 0.5% magulde la
suspension de linfocitos y se coloco sobre la grntapa. Finalmente una tercera capa de 100
pul de agarosa LMP al 0.5 % fue afiadida para cuarsegunda capa. Dos laminillas por
concentracion se sumergieron en las concentraxiom¥iamente preparadas de 0.01, 0.1, 0.5y
1.0 mM de extractos de alcalides depinus mexicanus (incluyendo al testigo positivo:
nitrosodietilamina 1.0 mM) y no tratados (testigepativo con agua destilada) durante 3 horas,
se lavaron con agua destilada. Posteriormente leeacdn en solucion de lisis ( NaCl2.5 mM,
N&EDTA 10 mM, Tris-HCI10 mM, lauril sarcosinato 1%ritdn X-100 1% y DMSO 10%, pH
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10) por 1 hora a 4° C. Después de la lisis, losagales se colocarén en buffer de electroforesis
(NaOH 30 mM, NgEDTA 1mM, pH 13) por 45 minutos a 4° C. Finalizaglotiempo en el
amortiguador se realizd la electroforesis, sgolla cabo por 10 minutos en una camara
horizontal a 200 mA y 9 voltios, se lavaron lasnegeles con agua destilada durante un minuto
e inmediatamente se tifieron con 0.5 ml de brondereetidio (20pl/ 1 ml) por 5 minutos.
Después, se procedio a lavarlas 2 veces con agtitada y un cubreobjetos se coloco sobre el
gel para su observacion en el microscopio. La ecadn se realiz6 mediante la cuantificacion de
la longitud de la cauda (ADN dafiado). La obsedmaadile los cometas se realizd6 en un
microscopio de fluorescencia de la marca AxioskOmon un filtro de excitacién 515-560 nm.
La distancia de migracion del ADN se medi6 contlkzacion del software comet assay system
.

Se hizo lo mismo para el extracto Hapinus montanus, lupanina, esparteina y flavonoides.

PRUEBA COMETA EN NUCLEOS DE TRADESCANTIA

El clon 4430 ddélradescantia (T. subacaulis X T. hirsutiflora), de gran sensibilidad a mutadgenos
ambientales, se obtuvo del Laboratorio de Citogemét Mutagénesis del Centro Universitario

de la Atmosfera, Universidad Nacional Autonoma d&xido. Las plantas se mantuvieron en el
Jardin botanico del CUCBA a condiciones de inadero, fueron regadas y propagadas

vegetativamente hasta su utilizacion.

Obtencién de nucleos d@radescantia

Los nudcleos de los pelos estaminales sevigotun de la siguiente manera: 48 estambres de
plantas sanas se colocarén en dos morteros fdosn(Zada mortero) y se afladieron a cada uno
440 pl de amortiguador Honda (0.44 M sucrosa, 2.5% Figppe 400), 5% Dextran T-40, 25
mM Tris-HCI (pH 8.5), 10 mM MgGl 10 mM p-mercaptoetanol, y 2.5% Triton X-100).
Después de la homogenizacion, la mezcla fue fdtrad una malla de nylon de @®n de

apertura de poro. Los nucleos se separaron paiifagation a 3000 rpm (£) por 3 minutos y
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luego se lavaron 3 veces en 5 ml de PBS (0.9% Na€l)resuspendieron con 2Q0 de
amortiguador de fosfatos (Alvaretzal., 2001).

Prueba del cometa e radescantia

La suspension nuclear se sometio a la pruebaradcdél cometa como describieron Alvagez
al., (2001). Los portaobjetos primero se cubrieron egarosa tipo Normal Melting Point
(NMP) al 1 %, se permitiio que solidifique y luedoe retirada para tener una superficie
completamente limpia. Después de esto, |[8afe agarosa Low Melting Point (LMP) al 0.6 % se
colocaron en el portaobjetos. Enseguida, pb@le agarosa de tipo LMP al 0.5% fueron
mezclados con 1@ de la suspension nuclear y la mezcla se colotdesla primera capa.
Finalmente una tercera capa de }10Gle agarosa LMP al 0.5 % fue afiadida para cudrir
segunda capa.

Dos laminillas con los ndcleos Tradescantia, por concentracion ( 1.0, 0.5, 0.1, y 0.01
mM) de los compuestos, se sumergieron duraagehoras. Los microgeles con nudcleos de
Tradesacnatia tratados (incluyendo al testigo positivo: nitrogtithmina 5 mM) y no tratados
(testigo negativo) se sumergieron en solucion gls (iNaCl 2.5 mM, N&EDTA 10 mM, Tris-
HCI 10 mM, lauril sarcosinato 1%, Triton X-100 1%DWMSO 10%, pH 10) por 1 hora a 4° C.
Después de la lisis se enjuagaron con agua destijjade colocaron en (NaOH 30 mM,
N&EDTA 1mM, pH 13) por 45 minutos a 4° C. La eleatrekis se llevo a cabo por 10 minutos
en una camara de electroforesis horizontal conrtegnador de pH alcalino (buffer de
electroforesis) a 200 mA y 9 voltios y una vez teada se lavaron los microgeles con agua
destilada durante un minuto e inmediatamente seadtificon 0.5 ml de bromuro de etidio (20
1 ml) por 5 minutos. Después, se procedié a llgamicrogeles 2 veces con agua destilada y un
cubreobjetos se colocé sobre el microgel para serghcién en el microscopio. La evaluacion

del dafio se realiz6 como se mencion6 anteriormente.
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Analisis estadistico

Se analizaron por lo menos 100 cometas por tratemnpara obtener la media de migracion del
ADN. Los datos del grupo de estudio fueron compasambn los datos de los testigos negativos.
Los datos en cada una de las pruebas se analizaroel programa “Co Stat” y se aplico la
prueba F ANOVA para el analisis de varianza @al., 1994). Se emple6 también la prueba de
comparacion multiple de Dunnett la cual, mide ¢gmsicancia estadistica de las diferencias entre
los controles y cada una de las concentracioné&ssddcaloides estudiados. Se utilizé un nivel de
probabilidad de 0.05.
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de a partir las semillas de
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Figura 7. Procedimiento completo para la evaluad®ta genotoxicidad deupinus mexicanus,
Lupinus montanus, los alcaliodes lupanina y esparteina y flavoesidn linfocitos humanos y

en los nucleos estaminalesTadescantia (clon 4430).
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RESULTADOS

En la figura 8 se muestra la posible fragmentadémerclorato de lupanina, Igréficas 1,3,5
muestran los cromatogramade estdndar de lupanina y las grafiggs6 muestran el ion
molecular en los spectros de masas estandar de lupanindas graficas 7, 9, 11, 13, 15
muestranlos cromatogramas de percloratc lupanina a donde se confirmo que llupanina
esta presente en un 95% en cada ul las muestras analizadas. Lgsaficas8, 10, 12, 14, 16

muestran los espectros de masas del percloratgdaih:.

0

[M+1 :|+ = 249 miz HLH/ 7\HA
\/M /"\)
L H -

H

oo

—

#N

miz = 136

Figura 8. Estructura deopible fragmentacion del perclorato de lupatr
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Gréfica 7. Cromatogma de perclorato de lupanina dmuestra 3.
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Gréfica 8. Espectro dmasa de limuestra 3 de perclorato de lupanioea su ion princip..
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Gréfica 9. Cromatograma de perclorato de lup: de la muestra 4.
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Gréfica 10. Espectro deasa de li muestra 4 de perclorato de lupaniea su ion principe
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Gréfica 11. Cromatogma de perclorato de lupanina dmuestra 5.
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Gréfica 12. Espectro deasa de limuestra 5 de perclorato de lupaniea su ion principe
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Gréfica 13. Cromatagma de perclorato de lupani de la muestra 6.
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Gréfica 14. Espectro de swde le muestra 6 de perclorato de lupaniea su ion principe
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Gréafica 16. Espectro deasa de limuestra 7 de perclorato de lupantoa su ion principe
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Prueba cometa en linfocitos humanos

En la cuadro 1 se muestra la migraciéon promedimienas de la cauda en linfocitos humanos
expuestos a diferentes concentraciones de extralda®ideode Lupinus mexicanus, Lupinus
montanus, lupanina, esparteina y flavonoides. En todasctascentraciones del extracto de
Lupinus mexicanus (1.0, 0.5, 0.1 y 0.01 mM) se observo una longiiedcauda comprendida
entre 6.17 a 6.75 |, similar al testigo positive 6166 . Esto indica actividad genotoxica del
extracto comparable a las testigo positivo (1.0 Mg es un potente mutadgeno y mucho mayor
estadisticamente en comparacion con el testigativeg(1.66 p). En relacion al extracto de
alcaloides de_upinus montanus la longitud promedio de la cauda de los linfocti@sados a las
concentraciones 0.5y 1.0 mM, fue de 1.57 p ¥ @9espectivamente, no hubo diferencia
comparado con el testigo negativo de 1.65 p (P5¥0%In embargo las longitudes promedio de
las caudas para la concentracion 0.1 mM (3.95 p)similar al control positivo (4.73 L),
mientras que la longitud promedio de las caudda eancentracién 0.01 mM fue mayor (6.42 )
(P<0.05).

La lupanina y esparteina presentaron actividadtgeima (P<0.05) en todas las concentraciones
evaluadas que se manifestaron con una longitungaim de caudas comprendida entre 2.96 y
6.68 |1 en la esparteina 1.0 y 0.01 mM, sin egthan la concentracion 1.0 mM en la lupanina
la longitud promedio de caudas (3.44 = 1.39) dgimilar al control negativo (1.63 £ 0.64)
(P>0.05). Asi mismo los flavonoides en todasclascentraciones aumentaron la longitud de
cauda en linfocitos (P<0.05) en un rango compandntre 2.54 a 2.68 u el doble del testigo

negativo.
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Cuadro 1. Longitud promedio en micras de la caadalinfocitos humanos expuestos a

diferentes concentraciones de

lupanina, esparteina y flavonoides.

L. mexicanus

L. montanus

Lupanina

Esparteina

Flavonoides

6.75 +1.81

6.42 +2.44

5.94 +2.04

6.68 +2.62

2.54 £1.52

NDEA: nitrosodietilamina

6.70 £1.28

3.95+1.93

422 +1.47

5.61 +2.53

2.60 +1.90

Prueba del cometa dnadescantia (4430)

6.17 £2.06

1.57 £0.50

4.35+1.52

5.47 +1.98

2.60 +1.59

6.61+1.71

195+1.41

3.44 +1.39

2.96 +1.64

268+1.72

6.66 + 2.54

473 +1.41

5.43 £2.22

7.84 +2.85

3.92+1.42

los extractos Luf@nus mexicanus y Lupinus montanus,

1.66 +£0.83

1.65+0.97

1.63 +0.64

1.68+ 0.72

1.20£0.43

En el cuadro 2 se muestra la migracion promediomécras de la cauda en nucleos de

Tradescantia expuestos a diferentes concentraciones de exdracti® Lupinus mexicanus,
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Lupinus montanus, lupanina, esparteina y flavonoides. En todasdasentraciones del extracto
de Lupinus mexicanus se observé una longitud de cauda comprendide @812 a 25.99 p,
inferior al que el testigo positivo (28.76 ). EBtdica la actividad genotoxica del comparable al
testigo positivo y superior al testigo negativdb@®). En relacion al extracto de alcaloides de
Lupinus montanus la longitud de la cauda tratada a las conceminasi 0.1 y 1.0 mM, fue de
15.29 n y 17.13 u respectivamente, fueron meretasdel testigo positivo 29.62 p (P>0.05).
Sin embrago la caudas para la concentracion 0.01ds®@4.28 u fue similar al control positivo
29.62 1, mientras que la longitud de las caudda eancentracion 0.05 mM fue menor 21.58 u
(P>0 .05).

La lupanina present6 actividad genotéxica (P<)0e0b las concentraciones de 0.01 ,0.1y 1.0 u
32.06, 21.62 y 16.53 u respectivamente, inclusiuperiores al testigo positivo. Sin embargo, la
concentracion de 0.5 mM fue menor con 12.33sjmilar al control positivo (11.27 + 6.39)
(P>0.05).

La mayor longitud de la cauda en la esparteinaflaeconcentracion de 0.5 mM 7.01 p (P<0.05)
en comparacion con el testigo positivo (14.38 £51). Las concentraciones de 0.01, 0.1 1.0
mM presentaron una actividad genotdéxica muy simil.96, 5.48 y 5.44 p respectivamente
mayores gue el testigo negativo (P<0.05) 4.77 p.

Asi mismo los flavonoides en la concentracién derM mostré un aumento 14.91 u en la
longitud de cauda de los nucleosTdtadescantia (P<0.05). Las concentraciones de 0.01 y 0.5
mM tuvieron un promedio de 8.29 a 9.72u respecterdm aproximadamente el doble del
control negativo 4.80 u respectivamente. Pero heeatracion de 1.0 mM 5.73 u fue similar al

testigo negativo 4.80 . Todas son inferioressdlge positivo.
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Cuadro 2. Longitud promedio en micras de la caudanécleos deTradescantia (4430)
expuestos a diferentes concentraciones de losactadr de Lupinus mexicanus y Lupinus

montanus, lupanina, esparteina y flavonoides.

25.99+ 10.75 20.04 +£+6.82 21.52+9.29 19.12+7.68 28.76+9.25 6.53+3.13

mexicanus

L. 2428 +14.78 15.29 +11.48 21.58+11.42 17.13+11.54 29.62 +8.32 9.71+6.71

montanus

Lupanina 32.06+12.34 21.62+13.19 12.33+5.69 16.53+9.97 11.27 +6.39 6.15 +2.92

Esparteina  5.96 +2.75 5.48 £3.25 7.01+3.45 544 ¥1.89 14.38+5.12 4.77 +1.90

Flavonoides 8.29 +9.17 1491+ 6.47 9.72+6.44 5.73+2.66 14.81+6.16 4.80 +3.05

NDEA: nitrosodietilamina
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Efecto concentracion genotoxicidad

Extracto alcaloideo deupinus mexicanus

La actividad genotdxica en linfocitos humanos ddflaeto de L. mexicanus mostrado en la
grafica 17a indica que las mas bajas concentrasiorducen mayor dafio genético, si bien el
comportamiento no es lineal. Extracto de alcaladéelupinus montanus presentd actividad
genotoxica inversa a la concentracion; las conaeioines mas bajas (0.01 a 0.5 mM) indujeron
migraciones de caudas mayores, mientras que eméeetracion mas alta (1.0 mM) disminuye

el dafio (gréfica 17b).

Lupanina y esparteina

Es claro el dafio genético inducido por los alcasidupanina y esparteina en linfocitos
humanos. Al igual que en los extractos de alcatoiel upinus mexicanus y L. montanus se
observé actividad genotoxica inversa a la conceidina las dosis mas bajas (0.01 a 0.5 mM)
indujeron migraciones de caudas mayores mientraseq la concentracién mas alta (1.0 mM)

disminuye el dafio (grafica 17c, 17d).

Flavonoides
Se observé un claro efecto genotéxico en todasdasentraciones estudiadas (0.01, 0.1, 0.5 y
1.0 mM), pero en contraste con las sustancias anémcionadas, los flavonoides inducen dafio

genético en proporcion a la concentracion (gréfios).
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Grafica 17. Tendencia de la actividad genotoxictrgacitos humanos exputs a los extractos
de (a)Lupinus mexicanusy (b) Lupinus montanus, (c) lupanina y (d) esparteiy (e) flavonoides

a diferentes concentraciones.

Extracto alcaloideo deupinus mexicanus
Este extracto presentd actividad genotdxica sa a la concentracion; las concentraci mas
bajas (0.01 0.1 mM) indujeron migraciones de caudayores, mieras que en la concentraci

mas alta (0.5 y 1.0 mM) disminuye el dagréafica 18a).

Los extractos de alcaloides Lupinus montanus mostraron actividad genotoxica insa a la
concentracion; las concentracior mas bajas (0.01 y 0.1 mM) indujeron raciones de caudas
mayores, mientras que en la concentracion mag@fay 1.0 mM) disminuye el dafigrafica
18b).

Lupanina
Este alcaloide presentd actividad genotoxica iraverses concentracion; las dosis mas bajas
(0.01 a 0.5 mM) indujeron nraciones de caudas mayores, mientras que en |&macion

mas altal.0 mM) disminuye el dafigréafica 18c).
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Esparteina

Es clara la genotoxicidad de este alcaloide ennldsleos deTradescantia en todas las
concentraciones investigadas, pero elto es particularmente notable en la concentracibi
mM. No parece existir relacion concentra« actividad genotoxicagtafica 1id).

Flavonoides

La genotoxicidad déos flavonoides es evidenen todas las concentraciones y esta es inve
la concentcion en los casos de 0.1 a 1.0 mM, no asi pa@nieentracion 0.01 mM en donde

notable la disminucion de dafio genétigrafica 18e).
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Gréfica 18. Tendencia de la actividad genotéxicanédeos deTradescantia expuestos a los
extractos de (d). mexicanus y (b) L. montanus, (c) lupanina y (d) esparteina, (e) flavonoide

diferentes concentraciones.
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DISCUSION

La elevada proporcion de alcaloides de tipo quamdilico (mayor a 1%) en las semillas de los
lupinos silvestres limita su aprovechamiento doeenh la alimentacion (Ruiz, 1994), ya que
poseen toxicidad aguda (Agid al., 1988) e inclusive actividad genotdxica (Omgal., 1995;
Kighorn y Balandrin, 1984). A la fecha no ha spmsible la caracterizacion del riesgo de su
exposicion en humanos, por ello, se requiere de im@&stigaciones para lograr una completa
caracterizacion de los riesgos que supone su ingggtorcher y Sorting, 2007). Los flavonoides
exhiben un amplio espectro de actividades biodsjida mayoria se refieren a aspectos
benéficos a la salud (Dixon y Paiva, 1995; Bednaetekl., 2003). Sin embargo existe la
necesidad de evaluar los efectos adversos enxitimtad y genotoxicidad ya que se ha reportado
envenenamiento en animales y humanos. Posiblemantectivacion metabdlica de estos
compuestos en el higado los convierte en molé@ltamente reactivas capaces de reaccionar
con macromoléculas tales como el ADN (Arungundatiad., 1999).

La evaluacion de la genotoxicidad mediante lalpaugel cometa ha sido ampliamente empleada
por su gran sensibilidad para evaluar sustanciamtgeicas, ademas de ser rapida y
relativamente econdmica (Singhal., 1988; Hendersoet al., 1988; Mareket al., 1988; Alvarez

et al., 2001).

Los resultados de los compuestos analizados ensasibi@mas fueron positivos y se observé
que las sustancias estudiadas poseen actividadoger@inversa a la concentracion empleada lo
que muestra la eficiencia de la prueba del commtaodue previamente reportado (Sirglal.,
1988; Alvarez et al., 2001). Llama la atencion que las concentrasionés bajas presenten la
mayor actividad genotdxica en ambos sistemas ymlas altas (0.5 y 1.0 mM) eloupinus
montanus y 1.0 mM en esparteina carecen de actividad geigat@n los linfocitos humanos. La
ausencia de genotoxicidad de la esparteina tandeiédobserva en los nlcleos estaminales de
Tradescantia en casi todas las concentraciones.

Previamente Santiaga al., (2010) reportdé ausencia de genotoxicidad erraets delupinus
termis utilizando tres pruebas diferentes a las utilizada este estudio (prueba de Ames en

Salmonella thyphimurium, el ensayo en linfoma de raton y la prueba deanigrleos en médula
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Osea. Tanto la prueba de micronucleos como lanflentia de ratén son utilizadas para observar
rupturas cromosomicas y no son las mas eficieraes getectar mutaciones génicas. En adicion,
las concentraciones que ellos emplearon sonvatatinte superiores a las nuestras y el uso de
esas concentraciones en nuestros sistemas presmeitie hubiera conducido a la no deteccion
de actividad genotoxica, por lo anterior, las difenias en los resultados pueden atribuirse a los

distintos sistemas de prueba empleados (Zufiiga; Z00drezet al., 2011).

Aunque la esparteina y la lupanina tienen un d€ufogrometedor como farmaco nuestros
resultados revelan actividad genotoxica en bajasestdraciones tanto en linfocitos humanos,
como en nucleos deradescantia siendo mas facilmente detectados en nucleos dglestia sin
existir reportes previos.

Los flavonoides estudiados en ambos sistemas mmstrana notable actividad genotodxica tal
como fue reportados previamente para el caso distger@-8-C (Boos y Stopper, 2000) sin
embargo, existen datos controversiales de los afegenotoxicos de los flavonoides,
especificamente existe diferencia entre estuidiosvo con los realizadom vitro (Rucinska y
Gabryelak, 2009). Resulta particularmente interiesajue en los compuestos estudiados la
actividad genotdxica se incrementa al disminuircéecentracion contrastando con trabajos
previos (Rucinska y Gabryelak, 2009; Santiagal., 2010) en donde la genotoxicidad depende
de la concentracién. No existen reportes previesca de este comportamiento, pero es sabido
que las dosis elevadas de cualquier genotoxicocerdun alto nivel de ruptura en el ADN, lo
cual, puede ocasionar la aparicion de caudas suntar@aegas (y por lo tanto no perceptibles al
microscopio), lo que conduce a una cuantificaeida baja de caudas. Concentraciones menores
ocasionan dafio genético no tan severo producieaddas mas visibles y, aparentemente mas
largas. Lo anterior puede explicar esta aparentsdpg tal como report6 Alvarest al., (2001)

en el caso de la nitrosodietilamina 1,5 y 1 mMaritcleos déradescantia.

La agencia de administracion de drogas y alimettol®s Estados Unidos requiere de extensos
estudios toxicologicos que aseguren que un produztes peligroso para la salud humana, por
ello, este trabajo contribuye a la prevencion aglsamo de semillas deupinus con extractos

ricos en alcaloides que pudieran representar wgai@ara los consumidores. Nuestro reporte

junto con otros estudios toxicolégicos proveetimfacion valiosa que puede usarse para decidir
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Si se consumen 0 no compuestos ricos en lupanasparteina. Ante la escases de datos sobre la
mutagenicidad de los alcaloides depinus montanus y Lupinus mexicanus y sus efectos, es
claro que se requieren mas estudios toxicolégrcde genotoxicidad para conocer con mayor
certeza el peligro que entrafia el uso potencidupi®os, aiun mas cuando se reporta que los

datos varian dependiendo de si los estudios Seaedal vivo oin vitro.

Respecto a los flavonoides evaluados en linfo¢itosanos estos mostraron actividad genotoxica
dependiente de la concentracion semejante a geaieC-glucosido cuando se estudiaron en
fibroblastos de embridon en ratén (Rucinska y Gdhky@009). Los resultados en nucleos de
Tradescantia mostraron también genotoxicidad positiva de lasdnoides, pero sélo en muy
bajas concentraciones.
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CONCLUSIONES

La evaluacion de la genotoxicidad de los extracted.upinus mexicanus y Lupinus
montanus, lupanina, esparteina y flavonoides mostraron igetily genotoxica en bajas

concentraciones en ambas pruebas empleadas.

La actividad genotoxica detectada mediante la prugél cometa en los diferentes
compuestos estudiados es clara, sin embargo, aesofitrastante con otros estudios
reportados. Las diferencias se pueden atribuir sa dstintos sistemas de prueba
empleados o bien, que el excesivo dafio genétiawidd debilite la deteccidn correcta

de las caudas de las células empleadas.

A pesar de haber utilizado dos distintas céluladaeprueba del cometa: ndcleos de

Tradescantia y linfocitos humanos, los resultados fueron cat&inticos.
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ANEXO 1 CUESTIONARIO

Fecha

Nombre y edad

Direccién

Fuma Si No

Esta usted expuesto al humo del cigarro de algieesu familia o trabajo que fume?

Si No

Favor de especificar si ha recibido algun tipo @mmbstico o tratamientos en los Ultimos seis

meses (de ser posible mencionar tiempo, iniciquesa):

Radio-diagnostico Si No

Observaciones

Radioterapia Si No

Observaciones

Quimioterapia Si No

Observaciones

Favor de sefalar si es consumidor de lo siguiente.

Medicamentos Si No
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Anticonceptivos hormonales (en caso de ser mujes) No

Especificar tipo y dosis

Bebidas alcohdlicas Si No
Especificar frecuencia, cantidad por semana y edad de
inicio

Favor de sefalar si tiene contacto constante cgmna$ solventes, pesticidas, fertilizantes,

combustibles, y/o sustancias quimicas Si No

Especificar tipo y frecuencia de exposicion

Sefiale con una X la frecuencia en la que consamgiduientes alimentos y productos:

mitha Moderada Abundante

Enlatados

Embutidos

Frutas y verduras

Carne

¢ Existen antecedentes de cancer en su familia?

Si No

¢, Qué contaminantes ha observado en la zona quahabi
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