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es RESUMEN 

L	 as plantas medicinales son 
ampliamente utilizadas para el 

tratamiento de diversas afecciones, en 
el Paraguay, especialmente en zonas 
rurales, las mujeres utilizan el Mayte-
nus ilicifolia (Cangorosa) como un 
método de control de la fertilidad, 
además se mencionan sus efectos an-
tiinflamatorios, entre otros. Sin em-
bargo estudios anteriores demuestran 
que la planta posee un gran número de 
compuestos que pueden  producir al-
teraciones en el material genético,  en 
consecuencia el objetivo de estudio es 
evaluar el efecto mutagénico de infu-
siones de hojas de M. ilicifolia. 

Para ello se siguió un modelo in vivo, 
mediante la prueba de SMART, (Graf 
et al. en 1984) el cual  consiste en ana-
lizar manchas que aparecen en las alas 
de las cepas mwh/flr3 de Drosophila 
melanogaster, las mismas se clasifi-
can en tres grupos, manchas simples 
pequeñas (SSS), manchas simples 
grandes (LSS) y manchas gemelas 
(TS) que fueron analizadas por tablas 
estándar de la distribución Binomial 
para determinar la significación esta-
dística de las frecuencias de mutación. 
Las infusiones se prepararon con ho-
jas secas, para tres concentraciones, 
una de las cuales es 10 veces superior  
a la que normalmente se utiliza en la 
medicina popular. 

Los resultados del estudio indican que 
las infusiones de M. ilicifolia, no po-
seen actividad mutagénica, detectable 
con la técnica SMART.

PALABRAS CLAVE: Drosophila, 
SMART, Maytenusilicifolia.

ABSTRACT

The medicinals plants are amply use 
for the treatment of so many affec-
tions, in Paraguay, especially in rurals 
zones, women use Maytenusilicifo-
lia (Cangorosa) as fertility control 
method, also is mentioning too this 
anti-inflammatories effects, and an-
other more effects. However previous 
studies showed that this plant has a 
great number of compounds that can 
cause alterations in the genetic mate-
rial, accordingly to this study, to eval-
uate the mutagenic effect of the M. 
ilicifolia leaves infusions. 

For it we followed an in vivo model 
the SMART test, (Graf et al. en 1984) 
wich consist in analyzing spots that 
appear on the wings mwh/flr3 strains 
of Drosophila melanogaster, them 
are classified into three groups, small 
single spots (SSS), large single spots 
(LSS) and twin spots (TS) were an-
alyzed by standard tables of the bi-
nomial distribution to determine the 
statistical significance of mutation 
frequencies. The infusions were pre-
pared with dry leaves for three con-
centrations, of which one is 10 times 
higher than that typically used in folk 
medicine. The results indicate that 
infusions of M. ilicifolia don’t have 
a significant mutagenic activity in re-
spect of the control group detectable 
with the SMART test. 

KEY WORDS: Drosophila, SMART, 
Maytenusilicifolia.
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Evaluación del efecto Genotóxico del extracto Acuoso de Maytenus Ilicifolia en Drosophila melanogaster utilizando la 
técnica de Smart

INTRODUCCIÓN

Las plantas medicinales son amplia-
mente utilizadas en la farmacopea 
paraguaya, su diversidad  y abundan-
cia, tanto en plantas nativas como en 
las introducidas, posiblemente sea 
única en nuestro planeta. Más de 94 
familias botánicas están represen-
tadas como medicinales, de las 172 
familias inventariadas para  el Para-
guay. Así, 510 especies medicinales  
fueron registradas en los mercados 
de Asunción,  el registro más alto del 
mundo, para  una localidad (Pin y 
Roguet, 2009). En vista a lo anterior, 
se constituye de vital importancia  la 
determinación de la acción biológica 
de estas plantas de importancia etno-
botánica, así se sugiere determinar 
la  toxicidad, genotoxicidad, a fin de 
obtener la mayor información posible 
y validar su uso de manera segura . 
En este sentido se estudia la posible 
acción genotóxica del extracto acuo-
so de Maytenus ilicifolia, mediante la 
técnica SMART.

La técnica se fundamenta en la premi-
sa de que, durante el desenvolvimien-
to embrionario, grupos de células (en 
los discos imaginales de las alas) pro-
liferan mitóticamente hasta el punto 
en que se diferencian, durante la me-
tamorfosis, en estructuras que origi-
nan las alas de las moscas adultas.

Trabajos como los de Palermo, 
Rodrigues de Andrade, Mudry, 
Ribiera, han demostrado la sensibi-
lidad de esta técnica para cuantificar 
efectos genotóxicos, y  han sido ensa-
yadas con más de 400 químicos, ade-
más esta técnica es aceptada por su alta 

sensibilidad y bajo costo, permitiendo 
varios protocolos, dosis múltiples, y 
cepas con heterogeneidad para la acti-
vación de pro-mutágenos y pro-carci-
nógenos, también para estudiar efectos 
de modulación y/o antimutagénesis.

La especie estudiada, Maytenus ilici-
folia (Cangorosa), es un arbusto o ár-
bol de más de 5 metros de altura que 
crece en las cercanías de los arroyos, 
de hojas persistentes, duras de color 
verde oscuro de forma ovalada, den-
tados y espinosos. Las flores son pe-
queñas amarillentos de 7 mm de diá-
metro dispuesto en folículos axilares, 
sus frutos, a modo de cápsula ovoide 
rojiza de un cm. de diámetro. 

Es un excelente anti-inflamatorio, 
controla la hipertensión, se lo utiliza 
extensamente en contra de mareos 
nocturnos e impotencia masculina. 
Combate cólicos hepáticos, inflama-
ción de los riñones, fiebres intestina-
les, úlceras de estómago, resfríos mal 
curados y gripe. Para lavados vagina-
les, úlceras, heridas y llagas. También 
como té, tereré y con mate. 

Las hojas de la planta, se encuen-
tran constituidas principalmente por 
compuestos terpénicos, fenólicos, 
fitoesteroles y alcaloides. Entre los 
compuestos terpénicos (terpenos, di-
terpenos, triterpenos y terpenoides) 
destacan: maitenina, isotenginona III, 
congorosina A y B, 20-α-hidroximai-
tenina, 22-β-hidroximaitenina, celas-
trol, pristimerina, ácido maitenoico, 
ácido salasperónico, friedelina y frie-
delan-3-ol, α-tocoferol, δ-tocoferol, 
simiarenol, lupeol, lupenona, maite-
noquinona, α-amirina y β-amirina, 
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A, B y C y eritrodiol. 

Entre los compuestos polifenólicos 
predominan los derivados de la quer-
cetina y kaempferol,sleucoantocia-
nidinas, taninos hidrolizables (áci-
do tánico), taninos condensados en 
las hojas (catequina, epicatequina, 
4-O-metilepigalocatequina y su epí-
mero 4’-O-metil-entgalocatequina. 

Entre los fitoesteroles destacan: cam-
pesterol, brasicasterol, β-sitosterol, 
ergosterol, escualeno, estigmasteroly-
fitol. Respecto a los alcaloides se han 
identificado los maitenoides: maitan-
sina, maintanprina, maintanbutina y 
cafeína (dudoso en las hojas, proba-
blemente en las semillas). La presen-
cia de estos maitenoides no es cons-
tante e incluso existen ejemplares que 
no los contienen. En cuanto a la cafeí-
na, existe solo el mencionado reporte 
de Pereira, no siendo confirmada en 
trabajos posteriores.

Otros componentes hallados en las 
hojas: poliésteres de sesquiterpenoo-
ligonicotinado (cangorinas F, G, H, 
I, J), ilicifolinosidos A, B y C, ácido 
clorogénico, compuestos volátiles en 
las hojas: ácido dodecanoicoygera-
nil-acetato (Mossi et al., 2004), aceite 
fijo (semillas), trazas de minerales y 
oligoelementos: hierro (21,32%), po-
tasio (17,50%), magnesio (12,67%), 
azufre, sodio y calcio, arabinogalac-
tano en las hojas (compuesto por ara-
binosa, galactosa, ácido galacturónico 
y ramnosa).

El presente trabajo se realizó con in-
fusiones de hojas secas de la espe-

cie indicada, colectada en la Ciudad 
de San Lorenzo. Las moscas fueron 
expuestas a tres concentraciones  di-
ferentes, siguiendo la metodología 
propuesta por Graf et al. en 1984. El 
objetivo principal del proyecto fue el 
de evaluar la actividad genotóxico de 
Maytenus ilicifolia sobre eucariotas 
mediante  la técnica de SMART.

En el Paraguay existen un considera-
ble número de personas que consu-
men el Maytenus ilicifolia (Cangoro-
sa), cuya infusión es utilizada como 
un método de control de la fertilidad 
en zonas rurales del país. La obten-
ción de la medicación de origen na-
tural, con fuertes bases en la cultura 
popular es de relativa facilidad en 
dichas zonas, no así de los fármacos 
que tienen efectos anticonceptivos, 
esto por la dificultad para acceder a 
los servicios en los centros de salud 
o ciudades que cuentan con farmacias  
con los medicamentos adecuados para 
la situación mencionada. Nuestra hi-
pótesis se centra en que la frecuencia 
de aparición de las manchas en las 
alas de las cepas de mwh y flr3 de 
Drosophila melanogaster tendrá una 
correlación significativa a la exposi-
ción y dosificación del extracto acuo-
so de la especie comercializada como 
cangorosa.

MATERIALES Y MÉTODOS

Las muestras de Maytenus ilicifolia 
fueron colectadas, de una propiedad 
privada ubicada en la Ciudad de San 
Lorenzo, Paraguay, en el mes de Ju-
nio, en época de floración de la espe-
cie. Se colectaron muestras de las par-
tes aéreas, incluyendo hojas, tallos y 
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flores. Estas fueron trasladadas hasta 
el Laboratorio de Mutagénesis Am-
biental, de la FaCEN. Posteriormente 
se procedió al secado del espécimen, 
previo separado de la parte vegetati-
va y parte la floral, las condiciones de 
secado fueron a 25 ° C y humedad na-
tural, durante 30 días. Se depositó un 
ejemplar en el Herbario del Laborato-
rio de Recursos Vegetales, del Depar-
tamento de Biología de la FaCEN. La 
identificación taxonómica, se realizó 
utilizando claves de identificación ta-
xonómica, comparando con material 
de herbario y base de datos disponible 
en la web (TROPICOS).

Para la caracterización morfológica 
se siguió la metodología estándar, ba-
sados en observaciones directas y al 
microscopio estereoscópico de partes 
vegetativas y reproductivas.

Para la  descripción morfoananatómi-
ca, se realizaron cortes transversales 
a mano alzada de hojas y tallos, se 
diafanizaron con hipoclorito de sodio 
(2,5%), posteriormente se aplicó tin-
ción directa con safranina (1%). Para 
la detección de almidones se tiñó el 
material fresco con lugol (D´Ambro-
gio, 1986).    

 Las microfotografías fueron tomadas 
con cámara digital MOTICAM 352 
incorporada al microscopio óptico Bi-
nocular Marca Olympus editadas con 
el software Motic Images Plus 2.0 
(2006).

Se procedió al pulverizado de las ho-
jas secas utilizando un  molino ma-
nual de granos, se pesó 100 gramos 
del material y se lo mezcló con 900 

ml de aguas destilada. Posteriormente 
se calentó hasta ebullición,  por 5 mi-
nutos. Se dejó enfriar la muestra, y se 
dejó reposar por 24 horas a 4 ° C. Se 
utilizó el sobrenadante obtenido tras 
ese tiempo.

Para el estudio de la actividad ge-
notóxica se siguió la metodología 
propuesta por Graf et al., (1984). Se 
realizaron cruces Standard, que cuan-
tifican la acción de genotoxinas de ac-
ción directa, para ello se cruzaron 30 
hembras vírgenes flr3 con 15 machos 
mwh. Las larvas de tercer estadio ob-
tenidas tras los cruces, fueron expues-
tos durante 72 horas a 3 concentra-
ciones diferentes del extracto acuoso, 
10 %, 1 % y 0.1 % respectivamente. 
Se recolectaron 50 adultos de cada 
cruce y se prepararon placas de alas 
trans-heterocigotas y heterocigotas.

Se evaluaron por lo menos 10 indivi-
duos por descendencia, manteniendo 
los criterios sugeridos por Graf et al., 
en (1984) para la clasificación de las 
manchas, para ello  se procedió a ana-
lizar el genotipo de las larvas tratadas 
mediante el montaje de las alas en 
solución de Faure para el diagnóstico 
microscópico de las mismas y se  cla-
sificaron los clones de acuerdo a las 
manchas que aparecen en las alas.

Para el control positivo se utilizó una 
solución de 8-hidroxiquinoleina al 
0,002M, y como control negativo, in-
dividuos expuestos a agua destilada.

Procedimientos para el análisis de 
las muestras: La evaluación de los 
datos obtenidos luego del ensayo de 
manchas en ala se realizó clasificando 
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es las manchas según su clase y tamaño: 
1. Manchas pequeñas simples (MSP) 
que incluyen 1 o dos células (mwh 
o flr); 2. Manchas simples grandes 
(MSG) de más de 3 células (mwho 
flr); y 3. Manchas gemelas (MG) con 
un área mwhy otra flr adyacentes, que 
se analizan mediantes tablas estándar 
de la Distribución Binomial para que 
las frecuencias de mutaciones puedan 
ser utilizadas directamente en la de-
terminación del valor mínimo de mu-
taciones, para así, comparar entre los 
tratados y no tratados.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Test de mutación y recombinación 
somática

Los resultados de los ensayos se re-
sumen en la tabla 1, la cantidad y fre-
cuencia de mutaciones, fue  baja en 
todos los tratamientos. 

En la tabla 2, se indican los  análisis 
estadísticos de acuerdo  lo propuesto 
por Frei y Würgler (1988). 

Luís Francisco Marín Insfrán, Tomás López Arias, Rodrigo Cabral Vera: 
 
Los resultados de los ensayos se resumen en la tabla 1, la cantidad y frecuencia de mutaciones, fue  
baja en todos los tratamientos. En la tabla 2, se indican los  análisis estadísticos de acuerdo  lo 
propuesto por Frei y Würgler (1988). En todos  los tratamientos se detectaron mutaciones del tipo 
mwh, en ningún caso se evidenciaron mutaciones flr3.  Solo de detectaron manchas simples grandes 
(MSG), en el control negativo y en el tratamiento a 10 % (como se aprecia en la figura 1. B), el resto 
de manchas simples pequeñas (MSP), no se observó marcador de  manchas gemelas (MG) en 
ninguno de los tratamientos. Al realizar los análisis estadísticos, se comprueba que no existen 
diferencias significativas, entre el grupo control y los tratamientos a las tres concentraciones, tanto a 
0.1 %, 1 % y 10% los resultados no son conclusivos.  
 
 
 
 
 
 
Tabla 1. Número de manchas por mosca y concentración 

Dosis N MSP MSG MG TM Total de manchas mwh 
Control negativo 10 2 1 0 3 3 

0,1% 10 4 1 0 5 5 
1% 10 2 0 0 2 2 

10% 10 2 1   3 3 

0,002 M 8-
hidroxiquinoleina 10 5 0 0 5 5 

 
 
Tabla 2. Análisis Estadístico del Potencial Genotóxico del extracto acuoso de M. ilicifolia 

Genotipos N. de  Manchas por mosca ( Nº de manchas ) diag. Estadístico Total  
yConc. moscas MSP     MSG     MG     TM     manchas 

% ( N ) (1-2 céls)b    (>2 céls)b              mwhc 
mwh/flr3   m = 2     m = 5     m = 5     m = 2     ( n ) 

Contr. Neg. 10 0,20 (02)   0,10 (01)   0,00 (00)   0,30 (03)   3 
0,1 10 0,40 (04) i 0,10 (01) i 0,00 (00) i 0,50 (05) i 5 
1 10 0,20 (02) i 0,00 (00) i 0,00 (00) i 0,20 (02) i 2 
10 10 0,20 (02) i 0,10 (01) i 0,00 (00) i 0,30 (03) i 3 

0,002 M 8-
hidroxiquinoleina 10 0,50 (05) i 0,00 (00) i 0,00 (00) i 0,50 (05) i 5 

a. Diagnóstico estadístico de acuerdo con Frei y Würgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. m, factor de  
multiplicación a fin de evaluar los resultados significativamente negativos. Niveles de significancia a = b = 0,05  
b. Incluso las manchas simples flr3 raras.         
c. Considerando los clones mwh para las manchas simples mwh y para las manchas gemelas.  
d. Apenas manchas simples mwh pueden ser observadas en los individuos heterozigotosmwh/TM3, ya que el  
cromosoma balanceador TM3 no contiene el gen mutante flr3.       
 
Los datos obtenidos en los ensayos indican que la infusión  acuosa presenta escasa actividad 
genotóxica, no detectable por esta técnica. Es posible que la presencia de flavonoides y taninos 
(Leiva C., et all 2002), sea la razón por la que M. ilicifolia no posea efectos mutagénicos detectables 
con el ensayo SMART.  
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En todos los tratamientos se detec-
taron mutaciones del tipo mwh, en 
ningún caso se evidenciaron mutacio-
nes flr3. Solo de detectaron manchas 

simples grandes (MSG), en el control 
negativo y en el tratamiento a 10 % 
(como se aprecia en la figura 1. B), el 
resto de manchas simples pequeñas 
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(MSP), no se observó marcador de  
manchas gemelas (MG) en ninguno 
de los tratamientos.  Al realizar los 
análisis estadísticos, se comprueba 
que no existen diferencias significati-
vas, entre el grupo control y los tra-
tamientos a las tres concentraciones, 
tanto a 0.1 %, 1 % y 10% los resulta-
dos no son conclusivos.

CONCLUSIONES Y RECOMEN-
DACIONES

Los datos obtenidos en el análisis 
estadístico del potencial genotóxico 
mediante el cruce estándar, demues-
tran que la infusión de M. ilicifolia 
a diferentes concentraciones, no in-
duce a daño genotóxico significati-
vo en cepas mutantes de Drosophila 
melanogaster, respecto al tratamiento 
control. La baja actividad mutagéni-
ca del extracto a modo de infusión 
de hojas provenientes de Maytenus 
ilicifolia,en el presente trabajo,  con-
firma los resultados  mencionados por 
Fernandez, et al, 1999 y  Leiva et al., 
2002, en los que  demuestran median-
te el Allium test, que el extracto acuo-
so de M. ilicifolia, no posee actividad 
genotóxica

Evaluación del efecto Genotóxico del extracto Acuoso de Maytenus Ilicifolia en Drosophila melanogaster utilizando la 
técnica de Smart

Figura 1: A. Alas enteras (primer par) de Drosophila melanogaster(40X). B. 
Manchas simples grandes (MSG) en el tratamiento a 10%(400X).

Los datos obtenidos en los ensayos 
indican que la infusión  acuosa pre-
senta escasa actividad genotóxica, no 
detectable por esta técnica. Es posible 
que la presencia de flavonoides y ta-
ninos (Leiva et al., 2002), sea la ra-
zón por la que M. ilicifolia no posea 
efectos mutagénicos detectables con 
el ensayo SMART. 

El presente estudio muestra que el 
consumo tradicional de hojas  de M. 
ilicifolia, en infusiones  en bajas can-
tidades, no posee actividad mutagéni-
ca, por lo que se puede validar su uso, 
tal como se lo consume en la farmaco-
pea paraguaya.
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