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Actividad antimutagénica de Salvia hispanica sobre mutaciones y recombinaciones
somaticas en Drosophila melanogaster. Actualmente el consumo de Chia (Salvia hispanica) en
Paraguay ha aumentado en zonas urbanas y rurales principalmente como suplemento nutricional e
importante fuente antioxidante. Investigaciones demuestran que metabolitos secundarios aislados
de plantas del género Salvia poseen actividades antioxidantes y podrian ser antimutagénicas. Este
estudio corresponde a un modelo experimental analitico puro de corte transversal con disefio
completamente al azar y tiene por objetivo determinar la accidon antimutagénica del mucilago de
Salvia hispanica en Drosophila melanogaster. Para esto, larvas de tercer estadio se sometieron a
tratamiento oral por 6 horas con Ciclofosfamida para inducir mutaciones, luego fueron expuestas
por 46 horas a diferentes concentraciones del mucilago de semillas de S. hispanica acorde al uso
popular (11,5 mg.mL'l, 17,1 mg.mL"1 y 22,9 mg.mL'l). Los resultados obtenidos fueron analizados
estadisticamente con el test de Kastenbaum-Bowman; a=3=0,05 y revelaron disminucién de entre
18% a 45% en la frecuencia total de mutaciones.
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Antimutagenic activity of Salvia hispanica on somatic mutations and recombinations in
Drosophila melanogaster. Currently the consumption of Chia (Salvia hispanica) in Paraguay has
increased in urban and rural areas mainly as a nutritional supplement and important antioxidant
source. Research shows that secondary metabolites isolated from plants of the genus Salvia
possess antioxidant activity and could be antimutagenic. This study corresponds to a pure
analytical experimental cross-section model with a completely randomized design, and it aims to
determine the antimutagenic action of the mucilage of Salvia hispanica in Drosophila melanogaster.
For this purpose, third-instar larvae were treated orally with Cyclophosphamide for 6 hours to
induce mutations, then exposed for 46 hours to different concentrations of S. hispanica mucilage
according to popular usage (11.5 mg.mL™, 17.1 mg.mL™ and 22.9 mg.mL™). The results were
statistically analyzed with the Kastenbaum-Bowman test a = 3 = 0.05, and showed an 18% to 45%
decrease in total frequency of mutations.
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INTRODUCCION

La Chia (Salvia hispanica) es una
hierba anual de la familia Lamiaceae,
posee semillas con altos contenidos
lipidicos (65% de aceite) siendo Q-3-a-
acido linolénico (63%) y Q-6-acido
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linoléico (19%) los mas abundantes del
total de lipidos, 20% de contenido proteico
y 5-10% de fibras en el mucilago, esto
representa un rendimiento superior en
comparacion a otras fuentes naturales y
hace de los mismos muy empleados en la
dieta tanto con fines nutricionales como


mailto:elviologo@gmail.com

Steviana, Vol. 8 (1), 2016

con fines terapéuticos (Ullah et al., 2015;
Ayerza et al., 2002; Ayerza y Coates,
2011; Di Sapio et al., 2008; Cvetkovikj et
al., 2013; Alfredo et al., 2009).

Son ampliamente utilizadas como
fuente de antioxidantes, a consecuencia de
su contenido en polifenoles (8,8% del peso
seco), este grupo de compuestos posee la
capacidad proteger del deterioro oxidativo
e inhibir la accion de los radicales libres, la
presencia de estas moléculas se cree podria
poseer efectos neuroprotectores,
antihipertensivo,  antienvejecimiento y
anticarcindgenos (Tepe et al., 2006; Ullah
et al., 2015; Craig, 2004).

El poder antioxidante de los mismos
fue evaluado in vitro empleando ensayos
como el sistema de peroxidacion de
liposomas, el sistema modelo del acido
linoleico  B-caroteno (B-CLAMS) vy
sistema del radical cationico del acido 2,2-
azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico
(ABTS+radical), evidenciando de esta
manera que los mismos pueden actuar de
manera similar a antioxidantes comerciales
(Valdivia-Lépez y Tecante, 2015; Reyes-
Caudillo et al.,, 2008). Es importante
destacar que polifenoles también fueron
encontrados asociados a fibras presentes en
la goma (mucilago) secretada por las
semillas, por lo que posee también ligeras
actividades antioxidantes (Valdivia-Lopez
y Tecante, 2015).

Aceites extraidos de semillas fueron
introducidas a la dieta diaria de ratas
obesas restauraron el sistema antioxidante
en ellos, otro estudio sugiere que la
combinacién de estas con extracto de
frutos de Punica granatum podria
utilizarse para el tratamiento de
melanomas epidérmicos, ya que estos
pueden interrumpir las sintesis de melanina

(da Silva et al., 2015; Diwakar et al.,
2014).

El presente estudio tiene por objetivo
determinar la accion antimutagénica del
mucilago secretado por las semillas de
Salvia hispanica sobre mutaciones y
recombinaciones inducidas quimicamente
en Drosophila melanogaster, a fin de
comprobar la antigenotoxicidad del mismo
en sistemas in vivo a modo de obtener
resultados consistentes para sistemas vivos
(Fernandez-Panchon et al., 2008).

MATERIALES Y METODOS

Preparacion del extracto acuoso del
mucilago de Salvia hispanica

Las semillas de Salvia hispanica fueron
obtenidas de proveedores comerciales e
identificados  segun  los  caracteres
morfologicos descritos por Di Sapio vy
colaboradores (2012). Se pesaron 11,5 g,
17,1 g y 22,9 g respectivamente y fueron
lavadas con agua destilada a manera de
liberar la carga de contaminantes y activar
uniformemente la secrecion del mucilago a
temperatura ambiente constante de 28 + 1°
C (Mufioz et al., 2012). Se dejaron reposar
cada uno en 1000 mL de agua destilada por
8 horas segun el consumo popular
paraguayo.

Luego de transcurrido el tiempo de reposo,
se procedio al filtrado con una malla de 0,5
mm de didmetro y se obtuvieron tres
soluciones de 11,5 mg.mL™?, 17,1 mg.mL™
y 22,9 mg.mL™ respectivamente.

Test de mutacion y recombinacion
somatica en alas de Drosophila
melanogaster

Se utilizé la metodologia propuesta por
Graf et al (1998), para lo cual se realizaron
cruces estandar entre 100 hembras
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virgenes de la cepa flr¥/In(3LR) TM3, rip®
sep 1(3)89Aa bx*** y Bd®y 50 machos de la
cepa mwh/mwh, se depositaron en
proporcion de dos hembras por cada
macho y se colocaron en medio ovopositor
(Graf et al., 1984; Deepa Parvathi et al.,
2011).

Se seleccionaron al azar un total de 500
larvas de tercer estadio que fueron
separadas en 100 larvas para cada
tratamiento. De las cuales 400 fueron
expuestas a tratamiento agudo durante 6
horas con el mutageno (0,3 g celulosa
microcristalina Avicel® PH 102
rehidratado con 1,5 mL de Ciclofosfamida

Tabla 1: Disefio de los tratamientos

2,61 mg.mL™) para inducir a mutaciones,
100 larvas fueron tratadas por 6 horas con
agua destilada como control (0,3 g de
celulosa microcristalina Avicel® PH 102
rehidratado con 1,5 mL de agua destilada).
Transcurridas 6 horas de tratamiento
agudo, las larvas fueron lavadas con agua
destilada a modo de deshacer restos del
mutageno y fueron transferidas a medios
que contenian las diluciones del mucilago
durante 46 horas, estos fueron divididos en
5 postratamientos (1,5 g de puré de papa
instantaneo rehidratados con diluciones
especificadas en la Tabla 1).

Unidad Nimero de larvas Postratamientos Tratamientos

Experimental utilizadas

T1 1004 5 mL de agua destilada T1: Agua destilada
(Control)

T2 1008 5 mL de agua destilada T2: Ciclofosfamida 2.61
mg.ml/!

T3 1008 5mL de 11,5 mg. ml! T3: Ciclofosfamida 2.61
mgml-! + 11,5 mgml.-!

T4 1008 5mL de 17,1 mg. mL! T4: Ciclofosfamida 2.61
mgml-1+ 171 mgml.-!

T5 1008 5 mL de 22,9 mg. mL-! T5: Ciclofosfamida 2.61

mg.ml-! + 229 mg/mL-!

A Tratamiento previo con agua destilada por 6 horas.
B Tratamiento previo con Ciclofosfamida 2,61 mg.mL™ por 6 horas.

Transcurridos 72 horas luego del
postratamiento, se seleccionaron al azar
individuos adultos trans-heterocigotos
mwh-+/+flr® de los cuales se extrajeron las
alas y se montaron en laminas con ayuda
de la solucién de Fatre (Goma arabica 300
g, Glicerol 20 mL, Hidrato de Cloral 50 g,
y Agua destilada 50 mL). Las
observaciones se realizaron a un aumento
de 400X con microscopios Opticos
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Motic®. Se analizaron las secciones A, B,
C’, C, D’ Dy E de cada ala, incluyendo
los margenes que separan estas regiones
segin las recomendaciones de Rodrigues
de Andrade et al (2004).

Se mantuvieron los criterios sugeridos
por Graf et al (1984) para la clasificacion
de los clones mutantes, segun su clase y
tamafio en manchas pequefias simples
(MSP) que incluyen una o dos células
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mutadas (mwh o fIr®); manchas simples
grandes (MSG) con méas de 3 células
mutadas (mwh o flr¥) y manchas gemelas
(MG) con un é&rea mwh y otra fIr®
adyacentes.

Andlisis estadistico

Los datos obtenidos se analizaron
mediante tablas estadisticas de acuerdo con
Frei y Wurgler (1988) que corresponde a
un modelo  estadistico Binomial
Condicional (Test de Kastenbaum-
Bowman) a=p=0,05 (Kastenbaum vy
Bowman, 1970). Los gréaficos estadisticos
se realizaron con el software GraphPad
Prism 6.00, La Jolla California USA.

RESULTADOS Y DISCUSION

Fueron encontradas un total de 11
clones mutantes en las alas de individuos
tratados con Ciclofosfamida 2,61 mg.mL™
y 3 clones en el control, siendo Ila
frecuencia de los mismos 1,10 y 0,30
respectivamente. Se contabilizaron 7
clones en total para el postratamiento con
11,5 mg.mL™, 6 clones mutantes para el
tratamiento con 17,1 mg.mL™, el cual fue
de menor cantidad, y 9 clones para el
tratamiento con 22,9 mg.mL™, los cuales
presentaron frecuencias de 0,70, 0,60 y
0,90 respectivamente. Se identificaron
todos los tipos de clones mutantes (MSP,
MSG y MG) en las alas observadas (Fig.
1).

La frecuencia de aparicion de clones
MSP para el tratamiento con el mutageno y
el control fueron 080 y 0,20
respectivamente. Sin embargo, en el
tratamiento con 17,1 mg.mL™* disminuy6
su frecuencia de aparicion a 0,40 siendo
este el que presentd mayor reduccion. No
obstante, solo existi6 una pequefia

reduccién para los tratamientos con 11,5
mg.mL™" y 22,9 mg/mL™ siendo 0,60 para
ambos, es importante destacar que estas
disminuciones no fueron significativas.

La cuantificacion de clones del tipo
MSG no arrojé diferencias significativas
en las frecuencias de aparicion de las
mismas. En los tratamientos con 17,1
mg.mL* y 229 mg/mL* no existi6
reduccién alguna, siendo 0,20 la frecuencia
de estas, solo se observé una pequefia
disminucion en el tratamiento con 11,5
mg.mL™ con una frecuencia igual a 0,10.
Clones mutantes del tipo MG,
evidenciaron una reduccion total en la
frecuencia para los tratamientos con 11,5
mg.mL™ y 17,1 mg.mL™, sin embrago, no
se observo efecto alguno en el tratamiento
con 22,9 mg/mL™ siendo la frecuencia de
esta igual a la tratada con el mutageno.

Las frecuencias del total de mutaciones
(TM) disminuyeron considerablemente en
todos los tratamientos, ocurriendo la mayor
reduccion en los tratamientos con 11,5
mg.mL™* y 17,1 mg.mL™" siendo estas del
36,37% y 45,46%. No obstante, la menor
efectividad fue observada en el tratamiento
con 22,9 mg.mL™ siendo esta del 18,19%
(Tabla 2; Fig. 2).

La disminucion de las mutaciones
podria explicarse por tres mecanismos
posibles, el primero es la interferencia
sobre lesiones inducidas en el material
genético, esto podria ocurrir por la accién
gue se genera sobre enzimas encargadas de
la desintoxicacion de mutagenos, la

segunda alternativa posible es que
compuestos presentes en el mucilago
intervenga  sobre  mecanismos  de

reparacion del material genético una vez
fijados los dafios ocasionados por el
mutageno (Pimentel y Cruces, 2006;
Arrebola et al., 2009). El tercer evento
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posible es que se haya desencadenado
mecanismos apoptoticos en las células
afectadas por el mutageno, esto podria ser
posible gracias a compuestos como el
acido eicosapentaenoico (EPA) que es
capaz de estimular la accion de caspasas y
generar la apoptosis en células tumorales y
acidos grasos poliinsaturados ®-3 (®-3
PUFASs) que tiene la misma capacidad de
desencadenar el fenébmeno de apoptosis,
esto pudo observarse también en lineas

El mucilago secretado por semillas de
S. hispanica poseen pequefias fracciones
polifendlicas como acidos fendlicos,
isoflavonas y antocianinas, también se
encontraron mayoritariamente en semillas
compuestos polifendlicos y flavonoles
como el &cido clorogénico, acido cafeico,
miricetina, quercetina y kaempferol, los
cuales podrian también poseer actividades
antigenotoxicas 0 anticarcinégenas
(Valdivia-L6pez y Tecante, 2015; Oliveira

celulares cancerigenas humanas (Espada et et al., 2010; Alfredo et al.,, 2009;
al., 2007; Schley et al., 2005). Podsedek, 2007; Asadi et al., 2010; Kada
et al., 1985).
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Fig. 1: Clones encontrados en alas de Drosophlla melanogaster en postratamiento con el extracto acuoso de

Salvia hispanica, A. Mancha Simple Pequefia (MSP)

del tipo MWH (flecha), B. Mancha Simple Grande

(MSG) del tipo mwh (circulo de linea sélida), C-D. Mancha Gemela (MG) del tipo mwh (circulo de linea
punteda) y manchas de tipo flr* (circulo de linea sélida).
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Niimero Total de Clones

MSP

MSG MG
Clones Mutantes

Control

Ciclofosfamida 2.61mg.mL-1

Ciclofosfamida 2.61 mg.mL-1 + 11.5 mg.mL-1
Ciclofosfamida 2.61 mg.mL-1 + 17.1 mg.mL-1
Ciclofosfamida 2.61 mg.mL-1 + 22.9 mg/mL-1

™

Fig. 2: Namero total de clones mutantes encontrados en las alas de Drosophila melanogaster.

Tabla 2: Analisis estadistico del potencial antimutagénico del mucilago de S. hispanica en individuos

mwh-+/-+flr.

Tratamiento Cantidad de alas MSP MSG MG ™ Inhibiciéon
(1-2 céls)® (=2 céls)® m=5 m=2 (%)
m=2 m=35

T1 20 020 (02) 010 (01) 000 (00) 030 (03) —

T2 20 080 (08) i 020 (02) i 010 (O i 110 QAL + —

T3 20 060 (06) i 0,10 (01) i 000 (0O) i 070 (07) i 3637

T4 20 040 (04) i 020 (02) i 000 (00) i 060 (06) i 4546

T5 20 060 (06) i 020 (02) i 010 (0l) i 090 (09 i 1819

a. Diagnostico estadistico de acuerdo con Frei y Wirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. m,
factor de multiplicacidn a fin de evaluar los resultados significativamente negativos. Niveles de significancia
o =B = 0,05; b. Incluso las manchas simples flr® raras; c. Considerando los clones mwh para las manchas

simples mwh y para las manchas gemelas.
CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos evidencian que el
mucilago, secretado por las semillas de
Salvia  hispanica, posee  potencial
antimutagénico ya que a distintas
concentraciones del extracto acuoso del
mismo han disminuido el nGmero de
mutaciones inducidas en los individuos
trans-heterocigotas mwh+/+flr® de
Drosophila melanogaster en comparacion

con aquellas tratadas solos con el
mutageno (Ciclofosfamida). Tales
resultados sustentan lo descrito por

Alfredo et al (2009) y Asadi et al (2010),
quienes demostraron las actividades
antioxidantes del mucilago frente a
distintos tipos de compuestos capaces de
generar radicales libres o inducir
mutaciones.
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