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RESUMEN 

En la actualidad se sabe que algunos componentes de la dieta tienen la capacidad de 
proteger y prevenir al organismo contra diversas enfermedades crónicas degenerativas 
mediante diferentes formas de acción; a este grupo de compuestos se les ha denominado 
nutracéuticos. Se consideran como compuestos nutracéuticos a los productos fitoquímicos 
no nutritivos presentes en plantas, frutas y verduras que son comunes en la dieta. La flor de 
jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) es consumida en México como bebida refrescante, la cual, 
se asume, tiene un alto contenido de elementos fitoquímicos entre los que destacan los 
polifenoles. Por otro lado, se ha demostrado también que los compuestos fenólicos de 
diferentes plantas e infusiones poseen propiedades antimutagénicas y anticarcinogénicas. 
Dadas estas propiedades, se estudi.ó el efecto que este tipo de compuestos pudieran tener 
sobre el 1-nitropireno (mutágeno directo) que se puede generar durante la preparación de 
los alimentos o proveniente de la contaminación ambiental. La extracción y cuantificación 
de los compuestos fenólicos de la flor de jamaica (H. sabdariffa), se realizó siguiendo el 
método propuesto por Tseng et al. ( 1996). Para el extracto hidroalcohólico (HSEc) y la 
fracción soluble en acetato de etilo (HSAE) el contenido fenólico resultó ser de 420.98 ± 
50.40 y 152.42 ± 29.1 O mg equivalentes de ácido protocatecuíco (APC) respectivamente 
por cada 20 g de flor seca. En el presente trabajo se utilizó el ensayo de microsuspensión 
(modificación a la Prueba de Ames) para evaluar el potencial mutagénico del 1-nitropireno 
(1-NP); asimismo, para establecer el potencial antimutagénico y sugerir los posibles 
mecanismos de acción (dos preincubaciones) de los compuestos fenólicos presentes en los 
extractos de la flor de jamaica (HSEc y HSAE) y el APC utilizado como control positivo de 
antimutagénesis contra la mutagenicidad inducida por el 1-NP en la cepa de prueba 
YG1024 de Salmonelfa typhimurium. Los HSEc y HSAE (125, 250 y 500 µg/tubo) y el 
APC (25, 50 y 125 µg/tubo) no fueron ni mutagénicos ni tóxicos a las concentraciones 
evaluadas para la cepa YG1024. Se realizó una curva dosis-respuesta del 1-NP (2, 4, 6, 8, 
1 O y 16 ng/tubo) de la que se eligieron 2 y 8 ng/tubo para los ensayos de antimutagenicidad. 
Los extractos inhibieron la mutagenicidad inducida por el 1-NP (4 y 8 ng/tubo) a las dosis 
seleccionadas en un 60 y 80% respectivamente, mientras que el APC inhibió la 
mutagenicidad en un 60%. Con la finalidad de conocer la posible interacción entre los 
extractos y el 1-NP, se llevó a cabo un ensayo de _microsuspensión con dos 
microincubaciones. Los resultados sugieren que los posibles mecanismos de acción de los 
compuestos fenólicos presentes en los extractos de H. sabdariffa podrían ser explicados por 
la combinación de los efectos extracelulares (formación de un complejo que limita la 
biodisponibilidad del agente mutagénico) e intracelulares (quimioprotección y reparación) 
Para el HSEc, el efecto mayoritario fue a nivel extracelular (acomplejamiento), mientras 
que para HSAE y el APC el efecto de relevancia fue a nivel intracelular de 
quimi0protección. 

Palabras clave Nulraccuticos. f fih1scus s11hd11n{/a L.. 1-nitropircno. Mutagcnicidad. Antunutagcnicidad. 
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SUMMARY 

Recent reseach has shown that frequent consumption of fruits, vegetables and herb, rich in 
phytochemicals lowered the risk of chronic degenerative diseases such as cancer. Many of 
these food components have been called nutraceuticals. Nutraceutical is defined as any 
substance that is in a plant, food or an extracted part of it that provides medicinal or health 
benefits. The dried tlowers of Hibiscus sabdarif.fa L. are a popular plant in Mexico. They 
are used in cold and warm beverages. The calyces ofHibiscus, used in traditional medicine, 
and are found to phenolic compounds with marked physiological activities. Experimental 
studies have established that polyphenols show protection against the 
mutagenic/carcinogenic agents such as nitrated polycyclic aromatic hydrocarbons (NP AH). 
1-nitropyrene (1-NP) is the most abundant NPAH in organic solvent extracts of diesel soot 
and ambient air, therefore often used as a model compouñd in genetic toxicology. It' s 
considered to contribute to the direct-acting mutagenicity. The dried tlowers of 
H. sabdariffa were extracted with ethanol (HSEc) and further treated with chloroform and 
ethylacetate to obtain fraction HSAE, as described by Tseng et al. (1996). The amounts of 
polyphenol compounds from extracts of Hibiscus (HSEc and HSAE) were 420.98 ± 50.40 
and 152.42 ± 29.10 expressed as mg of protocatechuic acid (PCA) equivalent respectively 
per 20 g of dry flowers. In the present study, the Salmonella thyphimurium tester strain 
YG1024 was used in the microsuspension assay to examine the mutagenicity of 1-NP and 
the antimutagenic effect of extracts from H. sabdarif.fa (HSEc and HSAE) rich in phenolic 
compounds. PCA was used asan antimutagenicity positive control on 1-NP mutagenecity. 
Further, a two-stage incubation procedure was used to investigate phenolic compounds and 
1-NP interaction. This involved washing to get bacteria! cells free of the incubation 
mixture after the first incubation. The phenolics extracts (HSEc and HSAE) and PCA were 
not toxic to the bacteria at the concentrations tested (extracts: 125, 250 and 500 µg/plate; 
PCA alone 25, 50 and 125 µg/plate). Dose-response curve was obtained for 1-NP at 2, 4, 6, 
8, 10 and 16 ng/plate, this experiment allowed the selection ofthe doses of 4 and 8 ng/plate 
for antimutagenecity assay. Extracts from H. sabdarif.fa. (HSEc and HSAE) inhibited the 
1-NP (4 and 8 ng/tubo) mutagenicity by 60 and 80% respectively, whereas PCA inhibited 
the mutagenicity in a 60%. With the purpose to know the possible interaction between 
compounds of extracts and 1-NP, a double incubation assay was carried out. The results 
suggested that a possible mechanism of action of phenolic compounds of extracts may be 
due to both extracellular (formation of a complex that could limit the bioavailability of 
mutagen agent) and intracellular (chemopreventive and reparation) effect. The greatest 
inhibitory effect of HSEc was extracellular (formation of a chemical complex between 
compounds of extracts and 1-NP), whereas for HSAE and PCA, the major effect was 
intracellular (chemopreventive). 

KEY WORDS: Nutraccuticals. f !ihiscus snhdarif(a L.. 1-nitropyrene. Microsuspcnsion. Mutagcnicit~. 
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l. INTRODUCCIÓN 

Los alimentos son una mezcla compleja de componentes que pueden tener sustancias tanto 

con actividad mutagénica como antimutagénica, y ellas pueden provenir de cuatro fuentes 

principales: de origen natural, generados durante el procesamiento de los alimentos, 

adicionadas intencionalmente y accidentales (lshidate et al., 1991 ). 

Estudios epidemiológicos y experimentales proveen de información referente al papel que 

desempeñan los alimentos en la iniciación, promoción y progresión de varios tipos de 

cáncer en humanos (Morse et al., 1993). Por otra parte, los alimentos pueden contener 

sustancias con ciertas propiedades que directa o indirectamente, pueden reducir, proteger o 

eliminar Ja actividad mutagénica de otros compuestos (Kelloff et al., 1994 ), a los que 

actualmente se les ha llamado alimentos funcionales o nutracéuticos, definidos a éstos 

como sustancias derivadas de los alimentos que otorgan beneficios medicinales y para la 

salud (Wild-Oats, 1998). Fan (1998), los define como alimentos o extractos de plantas que 

son seguros, no tóxicos y saludables, que pueden conferir cambios farmacológicos 

benéficos en el organismo. También se ha definido a los alimentos nutracéuticos como 

"alimento o ingrediente alimenticio que provee de beneficios medicinales o de salud, 

incluyendo la prevención y tratamiento de ciertas enfermedades" (Culhane, 1995; Fox, 

1998). Las sustancias con propiedades antimutagénicas más estudiadas son los compuestos 

fenólicos presentes en los alimentos (Gary et al., 1995). 

Los compuestos fenólicos se caracterizan por presentar anillos aromáticos simples o 

polímeros con diversos grupos hidróxilo. También se les ha asociado con propiedades 

antinutricionales, características sensoriales y antioxidantes naturales, tanto en alimentos 

frescos como procesados (Ho, 1992). 

Edenharder et al. ( 1996), han mostrado que el potencial antimutagénico de diferentes 

compuestos fenólicos contra nitroarenos representativos está relacionado con su estructura 

Los nitroarenos son sistemas de anillos aromáticos que se forman por la combustión 

incompleta de material orgánico, principalmente la gasolina y se les encuentra distribuidos 

·' 



en el ambiente (Dipple et al., 1990). El 1-nitropireno y sus metabolitos de la 

nitrorreducción son compuestos con potente actividad mutagénica y carcinogénica (King y 

Lewtas, 1993). Se les puede encontrar contaminando el ambiente, agua y alimentos. 

En México la flor de jamaica (H. sahdar(fja) se cultiva en los Estados de Guerrero, Oaxaca, 

Michoacán, Colima y Puebla, siendo el primero el principal productor de esta planta 

(Escalante, l 997a). Extractos acuosos obtenidos la flor de H. sabdarif.fa se han empleado 

con fines medicinales, ya que poseen actividades anticolesterolémica, antihiperlipémica y 

antihipertriglicémica (Jonadet et al., 1990). Esos extractos han sido además utilizados como 

quimioprotectores contra la promoción de tumores y ciertos tipos de cáncer. El ácido 

protocatecuíco, compuesto fenólico presente en la flor de jamaica posee actividades 

antioxidantes y antigenotóxicas contra mutágenos conocidos como el benzo(a)pireno 

(Tseng et. al., 1998). 

El estudio de actividades antimutagénicas y anticarcinogénicas de elementos nutracéuticos 

o quimioprotectores se realiza con los mismos bioensayos para la detección de compuestos 

mutagénicos y carcinogénicos. Dentro de estos ensayos, se tiene la prueba de Ames, que es 

sencilla, económica, de alta sensibilidad y a corto plazo. 

Dadas las bondades que presentan los compuestos fenólicos en la flor de jamaica 

(H. sahdariffa), y, a que hasta el momento no se ha informado sobre su posible actividad 

antimutagénica in vi/ro, resulta interesante conocer dicho potencial contra el 1-nitropireno, 

así como su posible mecanismo de acción, utilizando el ensayo de microsuspensión 

(modificación a la prueba de Ames). 



II. ANTECEDENTES 

l. ALIMENTOS NUTRACÉUTICOS 

l. I Definición de alimentos funcionales o nutracéuticos 

En la actualidad existe una tendencia muy marcada a consumir y promover los alimentos 

naturales, así como los beneficios sobre la salud que ello conlleva. Estos alimentos que 

producen un beneficio adicional sobre la salud son denominados alimentos nutracéuticos. 

El término "alimento nutracéutico" es definido como "alimentos o sustancias derivadas de 

los alimentos, que proveen beneficios medicinales y para la salud (Wild-Oats, 1998). Fan 

( 1998) los define como "alimentos o extractos de plantas que son seguros, no tóxicos y 

saludables, que causan un cambio farmacológico benéfico en el organismo". Aún más, los 

alimentos nutracéuticos pueden ser definidos como "alimento o ingrediente alimenticio que 

provee beneficios medicinales o de salud, incluyendo la prevención y el tratamiento de 

enfermedades" (Culhane, 1995; Fox, 1998). 

Esta categoría de alimentos ha alcanzado proporciones gigantescas en los Estados Unidos 

de América, en Japón y en los países Europeos; tanto la industria de alimentos como la 

farmacéutica están interesados en desarrollar este mercado en forma innovadora (Culhane, 

1995). 

La definición de alimentos funcionales propuesta por Robertfroid ( 1996) postula que "un 

ali mento es funcional si contiene un componente alimenticio (sea un nutriente o no) con 

efecto selectivo sobre una o varias funciones del organismo, cuyos efectos positivos 

justifican su papel fisiológico o incluso saludable 

La Academia Nacional de Ciencias de Estados Unidos ha definido los alimentos 

funcionales como alimentos que "engloban productos potencialmente saludables" en los 

que se incluye "cualquier alimentu o ingrediente alimenticio modificado que pueda 



proporcionar un beneficio para la salud además de los nutrientes tradicionales que 

contiene" (Thomas et al., 1994). 

De acuerdo a su definición, los alimentos nutracéuticos incluyen una amplia variedad entre 

los que se encuentran: suplementos dietéticos, sustitutos del azúcar y de grasa, alimentos 

enriquecidos con fibra, hortalizas, carnes magras, dietas bajas en calorías, bebidas 

refr~scantes (por ejemplo agua de jamaica entre otras), tés de diferentes plantas, etc. 

(Culchane, 1995). De acuerdo con Fox ( 1998) no se trata de concentrados vitamínicos o de 

minerales, sino de alimentos altamente especializados que contribuyen con los 

requerimientos esenciales del cuerpo. 

1.2 Propiedades de los alimentos nutracéuticos 

En los últimos años se ha comprobado que existe una gran cantidad de componentes en los 

alimentos que presentan un potencial benéfico para la salud y cada vez existe mayor 

evidencia científica del papel que juegan esos componentes de los alimentos (denominados 

también como elementos fitoquírnicos y/o promotores de la salud en la prevención y 

tratamiento de enfermedades crónico degenerativas, como: el cáncer y cardiovasculares 

(De Flora et al. 1993; Guzmán-Maldonado y Paredes-López, 1998). 

Guzmán-Maldonado y Paredes-López ( 1998) recientemente realizaron una revisión sobre 

propiedades que presentan algunas plantas indígenas de América Latina. Los autores 

señalan que para los Aztecas y los Incas, el amaranto y la quinoa jugaban un papel 

medicinal y algunas veces mágico. La ciencia moderna ha demostrado que estas dos 

semillas presentan un potencial medicinal gracias a su composición proteica y lipídica, así 

como su contenido en fibra, elementos fítoquímicos y compuestos menores (vitaminas y 

minerales entre otros). De acuerdo con la revisión bibliográfica realizada por los autores 

citados, la composición en ácidos grasos de la quinoa sugiere que puede tener aplicaciones 

nutracéuticos, en tratamientos del sistema inmune, inflamación y cicatrización. Asimismo, 

la composición en minerales de estas semillas puede ayudar a prevenir problemas de 

osteoporosis, hipertensión y cáncer de colon LL1s autores también mencionan los electos 

(1 



benéficos que presentan diferentes constituyentes menores de estas semillas, tales como 

pigmentos y compuestos fenólicos. 

En el mismo documento, Guzmán-Maldonado y Paredes-Lopez (1998) revisaron algunas 

propiedades nutracéuticas del frijol común, de algunas frutas como el limón, guayaba, piña 

y capulín, que se han considerado como excelentes fuentes de azúcar y vitaminas, así como 

los componentes bioactivos de algunas verduras como la calabaza, el chile, aguacate y 

tomate. También mencionan que algunas hierbas y plantas como el nopal, el epazote, la 

árnica, la gobemandora, el cardo santo, el cabello de elote, aloe y cempasúchil, poseen 

dichas sustancias con propiedades nutracéuticas·. A todos estos materiales se les ha 

reconocido por tener ciertos efectos biológicos y son usados en problemas relacionados con 

el mal de estómago, como analgésicos, en úlceras, problemas urinarios, fiebre, diabetes, 

laxante, cálculos renales, estimulantes y antiinflamatorios. 

Los taninos son un grupo de compuestos fenólicos que se encuentran comúnmente en los 

alimentos de origen vegetal y recientemente han recibido atención por la comunidad 

científica, particularmente porque algunos compuestos presentan características con 

actividades anticancerígenas. Sin embargo, estos compuestos también presentan otras 

propiedades como actividad antinutricional, carcinogénesis, antirnutagénesis y actividad 

antimicrobiana y existe una gran divergencia entre los investigadores sobre sus efectos 

benéficos, los cuales son dependientes de la dosis (Weisburger et al., 1996; Chung y Wei, 

1997; Franke, J 997). 

Por otro lado, han sido incorporados a los alimentos ingredientes con conocido efecto 

anticancerígeno como carotenoides, tlavonoides, antioxidantes naturales de frutas y 

hortalizas o como extractos concentrados de éstos últimos (Zammer, 1995). Asimismo, se 

han elaborado alimentos como las bebidas refrescantes de materias primas que contienen en 

forma natural componentes del tipo nutracéutico, tales como las flores de jamaica 

(H. sahdar[f/á), las cuales son neas en elerÍ1entos fitoquímicos entre los que destacan. 

antocianinas, flavonoides, compuestos fenólicos simples y esteroles, Estos últimos 

compuestos son considerados como seguros por su inocuidad en los humanos. Se les 

·reconoce como sustancias biológicamente acti\·as 'Y se considera que pueden jugar un papel 

imponante como antioxidantes naturales, pues pueden prevenir el dai1o oxidativo causado 
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por los radicales libres de oxígeno activo en los sistemas vivos. Se sabe también que las 

antocianinas pueden inhibir la peroxidación de los lípidos de las lipoproteínas de baja 

densidad (Lee et al., 1997). 

De acuerdo con Pszczola ( 1998) los ingredientes más empleados y propuestos para este año 

por la industria en la "1998 IFT Food Expo" son los ingredientes naturales con propiedades 

antioxidantes. Entre ellos se encuentran: componentes de la soya, vitaminas saborizantes y 

aromatizantes de humo, fracciones de aceites de cereales, miel de frambuesa, cereza, · 

mostaza, polifenoles del té verde y negro, productos del tomate, jugos ricos en 13-caroteno y 

compuestos fenólicos, entre otros, muchos de los cuales presentan propiedades 

nutracéuticas. 

1.3 Mecanismo de acción 

Los ahora llamados elementos nutracéuticos se les conocía anteriormente como 

quimioprotectores, sustancias que disminuyen o inhiben los efectos genotóxicos 

provocados por agentes mutagénicos. A estas sustancias se les ha denominado 

antimutágenos y representan a una gran variedad de compuestos químicos como son 

polifenoles (flavonoides, flavonoles, fenoles simples, taninos), tocoferoles, ácidos grasos 

(ácidos grasos esenciales), tioles micronutrientes (minerales y vitaminas), algunos tipos de 

proteínas (inhibidores de proteasas, lectinas entre otras) abundantes en el reino vegetal y 

que aún no se ha determinado su caracterización bioquímica y biológica como agentes 

antimutagénicos. 

El mecanismo de acción de los antimutágenos es bastante complejo, y su efectividad 

depende de muchos factores y condiciones, pudiendo ser el resultado de un simple evento. 

o Ja acción simultánea de varios factores. Stavric ( t 994) clasificó a los antimutágenos 

según su mecanismo de acción en: dos categorías y establece que la actividad 

antimutagénica generalmente es la combinación de dos o más formas de actuar ya sea a 

nivel extra o intracelular (Cuadro 1 ). 



Cuadro l. MECANISMOS DE ACCIÓN DE ANTIMUTÁGENOS 

l. MECANISMO EXTRACELULAR 

A. Durante la preparación de los alimentos 

• Reduciendo (inhibiendo) la formación de M/C* 

B. Efecto en el intestino 

• Formación de complejos no M/C 

• Reducción en la biodisponibilidad 

• Dilución con fibra dietaria 

• Incremento en la adsorción de otros componentes alimentarios 

• Aceleración del tránsito intestinal 

• Protección de la barrera de la mucosa 

• Modificación de la microflora 

• Inhibición de la penetración de los M/C a las células 

2. MECANISMO INTRACELULAR 

• Incremento de las actividades enzimáticas involucradas en la 

desintoxicación de M/C 

• Inhibición de las actividades enzimáticas involucradas en la formación de 

los metabolitos de M/C 

• Atraparniento de especies oxigenadas activas 

• Inhibición de la activación metabólica 

• Protección de los sitios nucleofílicos del ADN 

• Inhibición del efecto deletéreo de procarcinógenos sobre el ADN 

*M = Mut{1gcno, C = Carc111ógeno 

(Stavric, 1994). 



Por otro lado, Ayrton et al. (1992) informaron que el ácido elágico podría e3ercer su 

actividad antimutagénica y anticarcinogénica a través de uno o más mecanismos entre los 

que están· inhibición de las enzimas responsables de la activación del carcinógeno, 

estimulando enzimas involucradas en la destoxificación; interacción entre el fenol con los 

intermediarios reactivos, inhibiendo así la formación de aductos; interacción de ácido 

elágico con el ADN, disminuyendo con ello el número de sitios disponibles de interacción 

con los mutágenos. 

Kudora y Hara (1999) informaron que la inhibición de la mutagenicidad y carcinogenicidad 

de los polifenoles presentes en extractos de té, cuyos estudios fueron realizados in vitro e in 

vivo, sugieren que los compuestos fenólicos podrían ejercer su acción a través de diferentes 

mecanismos intra y extracelulares, incluyendo la modulación del metabolismo enzimático, 

bloqueando o suprimiendo la interacción de los agentes mutagénicos, modulando la 

replicación y efectos de reparación del ADN; así como la promoción e invasión por 

metástasis e inducción de nuevos mecanismos. 

Por otro lado, la cantidad de quimioprotectores o sustancias nutracéuticas en las diferentes 

categorías de alimentos puede variar considerablemente, aún cuando se trate del mismo tipo 

de alimento (Stavric, 1994). 

\() 
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2. COMPUESTOS FENÓLICOS EN ALIMENTOS 

2.1 Generalidades 

Los compuestos fenólicos son ubicuos en plantas comestibles y una cantidad considerable 

de ellos es consumida diariamente ( 1 g) por el humano (Ho, J 992). A los más comunes en 

alimentos se les puede clasificar en tres grandes grupos: 

A. Fenoles simples y ácidos fenólicos 

B. Derivados ácidos-hidroxicinámicos 

C. Flavonoides 

El grupo más importante de compuestos fenólicos presentes en los alimentos son los 

flavonoides (como las catequinas, las proantocianinas, las antocianinas), flavonas, 

flavonoles y sus glucósidos. El flavonol biológicamente más activo y presente en la dieta es 

la quercetina. Se ha observado que ·tos polifenoles juegan un papel dual en Ja 

carcinogénesis: reduciendo la biodisponibilidad del posible(s) carcinógeno(s), o bien 

interfiriendo con su biotransformación en el hígado (Ho, 1992; Leighton, 1992; Stavric, 

1994). 

A los compuestos fenólicos también se les ha asociado con cualidades antinutricionales y 

características sensoriales (como el color, el sabor, el aroma y la textura) tanto en alimentos 

frescos como en procesados. (Ho, 1992). 

Algunos compuestos fenólicos han sido reconocidos como antioxidantes naturales. Los 

antioxidantes naturales de mayor importancia y comercialmente explotados son los 

tocoferoles, los que presentan la habilidad de inhibir Ja peroxidación lipídica 1n 1·1vo, 

atrapando los radicales peróxilo, y que algunas veces retardan la oxidación lipídica 

inhibiendo la actividad lipooxigenasa (Ho, 1992). 
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2.2 Propiedades biológicas de los compuestos fenólicos 

Huang y Ferrara ( 1992) informaron que la mayoría de los compuestos fenólicos presentes 

en los alimentos son los tlavonoides provenientes de plantas. La mayoría de ellos poseen 

propiedades biológicas y químicas comunes, entre las que se puede citar: 

• Actividad antioxidante 

• Habilidad de captar especies oxigenadas activas 

• Habilidad de captar especies electrofilicas 

• Habilidad de inhibir nitrosación 

• Habilidad de quelar metales 

• Potencial de autoxidación, produciendo peróxido de hidrógeno en presencia 

de ciertos metales 

• Capacidad de modular ciertas actividades enzimáticas 

Se han realizado una serie de investigaciones donde proponen a los compuestos fenólícos 

como agentes antimutagénicos. Ferguson (1994) muestra que el ácido elágico (flavonoíde) 

inhibe la genotoxicidad de una gran variedad de carcínógenos, compuestos N-nitrosos, 

aminas aromáticas y algunas micotoxinas. 

En recientes investigaciones se ha demostrado que las bebidas como el té son neas en 

flavonoides, particularmente catequinas y flavonoles, los cuales tienen la capacidad de 

atrapar radicales libres y especies de oxígeno reactivas (Graham, 1992; Salah et al., 1995) 

Efectivamente los tlavonoides estabilizan los electrones libres a través de vanos 

mecanismos, incluyendo delocalización de electrones, formación de enlaces de hidrógeno 

intramoleculares (van Acker et al., 1996) y rearreglo de otras estructuras moleculares 

(More! et al, 1993, Miller el al.. 1996). 

Hertog et al. ( 1993) y B lot el al. ( 199() ), investigadores que muestran gran interés en los 

compuestos fenólicns, específicamente los fla, onoides. establecen por diversos estudios 

~pidemiológicos que existe una relacio11 i11ver~a entre el consumo de alimentos neos en 
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flavonoides y el bajo nesgo de enfermedades crónico degenerativas tales como 

padecimientos cardiovasculares y ciertos tipos de cáncer. Las actividades antioxidantes de 

los flavonoides pueden ser benéficas sobre la salud. La ingesta de bebidas como el té 

contribuyen de una forma mayoritaria en la dieta el contenido de flavonoides totales por 

día, con potencialidades antioxidantes de mayor interés (Wiseman et al., 1997). Estos 

autores mencionan también que una típica tasa de té contiene aproximadamente 600 mg de 

sólidos totales y 200 mg de flavonoides. 

Por otro lado, cabe mencionar que a un grupo de los compuestos fenólicos también se les 

atribuyen propiedades antinutritivas. Los taninos pertenecen a este grupo y se encuentran 

principalmente en alimentos de origen vegetal (Chung y Wei, 1997), son solubles en agua 

con un peso molecular de 300-500 Da que enlazan proteínas para formar complejos 

solubles e insolubles (Hagerman et al., 1992; Savelkouly et al., 1992). Los taninos en la 

dieta de algunos mamíferos disminuyen la digestibilidad de la materia seca y proteínas. 

De acuerdo a su estructura química los taninos se clasifican en: condensados 

(proantocianidinas) que son polímeros de antocianidinas e hidrolizables, a este grupo 

pertenecen el ácido gálico, el ácido hexahidroxidifénico, los ésteres de la glucosa y otros 

polioles (Hagerman et al., 1992). Los taninos condensados son los más comunes en las 

plantas, se localizan principalmente en las cubiertas de los cereales y las leguminosas 

(Savelkoul et al., 1992). El frijol común se encuentra entre las especies ricas en taninos y 

son más abundantes en las semillas de color oscuro. El remojo y la cocción extraen una 

gran proporción de los taninos presentes en la semilla reduciendo su efecto (Valle, 1991) 

En un revisión realizada por Wiseman ( 1999) argumenta que los factores biodisponibles no 

nutritivos de las plantas son los flavonoides y los estrógenos, los cuales, tienen diversos 

efectos protectores contra enfermedades del corazón y diferentes tipos de cáncer Los 

posibles mecanismos de acción de estos compuestos antinutricios podrían ser explicados 

por sus potenciales antioxidantes in 1·i1·0 e 111 1·itm. y por la protección contra el daño 

oxidativo de las lipoproteínas de baja densidad (LDL) implicadas en la aterogénesis. 
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Aun que existe evidencia que los compuestos fenólicos tienen efectos antinutricios de gran 

importancias, por ejemplo, en la inhibición de las enzimas que catabolizan las proteínas en 

el intestino, en la formación de complejos con los micronutrientes, desestabilización de 

vitaminas, los cuales tienen efectos secundarios en la nutrición y en la salud de las 

personas. Las actividades biológicas de los compuestos fenólicos también son de gran 

interés en las recientes investigaciones por presentar: propiedades antioxidantes, agentes 

quelantes, atrapadores de radicales libres, inhibidores de la lipoperoxidación, como agentes 

antivirales, inhibidores de la transcriptasa reversa del VIH, moduladores de enzimas que 

intervienen la mutagénesis y carcinogénesis entre otras. (Carmona, 1996; Hollman y Katan, 

1997; Bravo, 1998; Croft, 1998; Arora et al., 1999; Matthee et al., 1999). 

En resumen, las actividades biológicas de los compuestos fenólicos son bien conocidas, 

siendo quizás, la de mayor importancia, sus efectos inhibitorios sobre la mutagénesis y 

carcinogénesis (Ho, 1992). 



3. LA FLOR DE .JAMAICA (Hibiscu.<1 .mbdariffa L.) 

3.1 Origen 

La jamaica es una planta de origen africano que se cultiva en las regiones tropicales y 

subtropicales de todo el mundo. En América la introdujeron los esclavos provenientes de 

Africa hace varios siglos, y su cultivo no se ha extendido mucho (León, 1968). A pesar de 

ello, en México el extracto acuoso de la flor de jamaica se usa con fines medicinales contra 

algunos padecimientos estomacales y en ocasiones como simple bebida refrescante (Duke, 

1983; Morton, 1987). 

En México, el Estado de Guerrero es el principal productor de este planta, además de 

Oaxaca, Michoacán, Col'ima y Puebla. Los municipios de Ayutla, Tecoanapa y Juan R. 

Escudero constituyen la zona jamaiquera del Estado de Guerrero, contribuyen con el 92% 

de la producción nacional (Escalante, l 997a). 

3.2 Morfología general 

H. sabdariffa (Malvaceae), es un arbusto hasta de 3 m de altura; las hojas miden 15 cm, en 

forma de mano. Las flores está.n en la unión del tallo y las hojas. La parte donde nacen los 

pétalos en forma de copa es de color rojo brillante y los pétalos son amarillos con una 

mancha roja oscura. Los frutos son una cápsula de 2 cm de largo y peludita (León, 1968). 

En la Figura 1, se muestra la planta de H. sabdar[ffa. Su morfología es la siguiente: el tallo 

y las ramas son rojos, flexibles y lisos, la corteza que es rojiza y manualmente desprendible, 

al hacerlo se pueden ver las fibras blancas que constituyen al tallo y ramas, las cuales en 

algunos países las usan como sustituto del yute. Las hojas tienen diversas formas según su 

madurez, al iniciar su formación son ovaladas, las jóvenes son trilobuladas o tetralobuladas 

y las maduras son pentalobuladas, sus nervaduras principales y secundarias son rojas. Los 

primordios florales que son axilares, desarrollan una flor por hoja madura. 



Figura 1. Planta y extractos de la flor de jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) 
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Las ramas se cargan de flores de la parte media hacia la punta, que son las partes más rojas 

y ex puestas al sol , las flores son de coro la gamopétala, amarilla con centro rojo , el cáli z y 

ep icá li z son de color rojo y gamosépalo s, el primero es pequeño, de consistencia un poco 

dura cuyos pétalos terminan en punta aguda, el epicáliz se desarrolla de mayor tamaño 

cubri endo al fruto en una sola pieza , al terminar de madurar ·es muy turgente, con sabo r 

ácido . El fruto es seco, coriáceo y deh iscente con cinco lóbulos . Las sem illas so n 

reniformes y mu y pequeñas, con aproximadamente 1 S semillas por lóbulo (Duke, 1983 ; 

Morton, 198 7; Escalante, l 997b) . 

3.3 Clasificación taxonómica 

La clasi fi cación taxonómica de la variedad de jamaica se muestra en el Cuadro 2. 

3.4 Composición química de las partes constituyentes de la planta de jamaica 

(H. sabdar~[fa) 

Tanto de las hojas co mo de los frutos y las semillas de la jamaica (H. sahdanf]á) se ha 

obtenido un aceite esencial , con un componente monoterpénico común, e l acetato de 

a -terpenilo, as í co mo otros monoterpenos car-3-ene (aceites de hoja y semill a) y e l 3-

met il -butan-1-o l (hojas y frutos) En e l ace ite esencial de las hojas, se han detectado además 

los compuestos fenólicos anisaldehído y a lcoho l benzílico . Las flores contienen Jos 

fla vo noides cr isantem ina, c ianidina-3-sambibiósido, gos ipetina, hibi scina , malvina. 

mirtivina y sabdaretina , e l co mpuesto fenó li co ácido protocatecuí co , y e l estero l 0-

sitosterol Los frutos co nti enen los tl avo no ides gosi petina, qu ercetin a, e l co mpuesto 

fenó li co simpl e ác id o gáli co y el esterol 0-sitosterol Compuestos s imil ares se han 

detectado en las hojas. y en e l ace ite l)h tenid o de la semilla se han id entifí cado los estero les 

ca mpesterol , co lesterol. ergostero l, a-espinast ero l. estig ma stero l (Duke. 1983 . Mo11011 , 

1987 , Argueta c1 u / , 1994) 



Cuadro 2. Clasificación taxonómica de Hibiscus sabdariffa L. 

Reino : Vegetal 

División Antophyta 

Subdivisión Angiosperma 

C lase Dicotiledónea 

Orden : Mal vales 

Familia Malváceae 

Subtribu Hibisceae 

Género : Híbíscus 

Especie sabdar~ffa 

Variedad Linn 

(Escalan te, 1 997b) 
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3.5 Usos y aplicaciones de los extractos de flor de jamaica 

Se ha mostrado que extractos acuosos obtenidos de la flor de H. sabdariffa presenta 

actividad espasmolítica en músculo del diafragma y útero de rata, de recto abdominus de 

rana, cadena traqueal de cuyo y en aorta de conejo . El mismo extracto inhibió la movilidad 

intestinal en rata y perro . Contrario a esto, se detectó actividad espasmogénica en músculo 

del recto abdominus de rana y de út ero e íleon de conejo . Con el mismo tipo de extractos, 

se observó una fuerte actividad diurét ica y uricosúrica en rata por vía nasogástrica, e 

hipotensora en rata, gato y perro; en los últimos dos la administración fue intravenosa (A li 

et al , 199 1; Argueta et al , 1994; Ki rdpon et al. , 1994) 

Las actividades antihipocolesterolémica, antihiperlipémica y antihipertrigliceridémica del 

cáli z de H. sahdar(ffa fueron demostradas en ratas cuando en su dieta se adicionó el cá li z 

en un 5% (Jonadet el al. , 1990) El extracto acuoso de este órgano tambi én presentó una 

acción estrogénica en rata (inmadura) vía intraperitoneal a la dosis de 500 mg/kg Un 

extracto etanólico de las flore s fue c itotóxico al ser probado en células de carcinoma de 

Ehrli ch El mismo extracto acuoso de las flores presentó una acción antiviral sobre los viru s 

Herpes tipo 2, los de la viruela, la influenza A2 y el polivirus ll (Argueta et al. , 1994) En e l 

hombre, el extracto acuoso de las flore s provocó efectos colerético, diurético y laxante, a l 

ingerirse por vía oral, y la decocció n del fruto tuvo una acción antiinflamatori a e 

inmunomodulador (Müller et al , 1992 . Argueta et o/ , 1994) 

Los estudios realizados por Tseng et u/. ( 1998) muestran que el ácido protocatecuíco (APC) 

extraído de flore s secas de H. sahJunffá posee actividad quimioprotectora contra la 

promoción de tumores y cáncer; es tas prueba s fueron evaluadas en piel de ratones hembra 

CD-1 . Otras investigac iones realizada s por estos mismos autores en 1997 y en 1996 

muestran qu e extractos de Hibi scus ri cos en . .\PC tienen efectos protectores co ntra la 

c it otoxicidad y genotoxidad en culti vl)S primarios de hepatoci tos de rata inducidos po r 

terbutil hid roperóxido (t-B HP) y sugieren qu e uno de los posibles mecanismos de l e l.ecto 

protector pod ría es tar asociado con su pn1pi edad de atrapam iento de radi ca ks libres 
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4. HIDROCARBUROS POLICÍCLICOS AROMÁTICOS NlTRADOS 

4.1 Generalidades 

Entre los mutágenos y carcinógenos más potentes, se encuentran los nitroarenos, que se 

generan por la reacción de hidrocarburos policíclicos aromáticos (HP A) con óxidos de 

nitrógeno (NOx) en la combustión in completa de materiales orgánicos (IARC, 1989) Estos 

compuestos se encuentran muy difundidos en el medio ambiente, por lo que se les puede 

considerar causa importante de algunos cánceres en humano (Heachg y El-Bayoumy, 1990; 

Móller et al, 1993 ; El-Bayoumy et al. , 1999) Una consecuencia de este hecho es que gran 

parte de la investigación de la acción de los carcinógenos se ha centrado en torno a los 

HPA. 

Algunos de los hidrocarburos pol icíclicos aromáticos nitrados (HP AN) son directamente 

emitidos a la atmósfera por la combustión incompleta de los derivados del petró leo Los 

extractos provenientes de partículas del diese! y la gasolina, al ser evaluados en la Prueba 

de Ames, son potencialmente mutagéni cos (Horikawa et al. , 1991 ). Se han desarroll ado 

nuevos estudios para detectar los compuestos presentes en muestras ambientales y 

encontrar alternativas para disminuir e l riesgo en poblaciones susceptiblemente ex puestas . 

Asimismo, se han enfatizado diversas investigaciones en el análisis de otros agentes 

altamente mutagéni cos que pueden deri varse del metabolismo del 1-nitropireno (Howard y 

Beland, 1999) 

En los últimos años, se ha encontréldo un numero cada vez mayor de compuestos 

carcinógenos De hecho, se ha sugerido que el cá ncer es primordi alme nte un a enfermedad 

no curabl e, causada por diferentes agentes, productos de la contaminación ambiental y que 

la dieta juega un papel impo11ante en su desarrollo y/o prevenció n (Edenharder et o/ , 

1 C)96 ) 



4.2 Origen e incidencia de los poliaromáticos nitrados 

Los HPAN se encuentran principalmente en el aire, como subproductos de la combustión 

incompleta del diese! y la gasolina, en residuos incinerados de plantas tratadoras de agua, 

en sedimentos de origen industrial , humo de cigarro y toners de fotocopiadoras , así como 

en algunos alimentos de origen vegetal contaminados y en carnes asadas al carbón entre 

otros (Gibson, 1982; Rosenkranz el ·al. , 1980; Tokiwa et al., 1985 ; Kinouchi el al., 1986) 

La combustión incompleta del diese! y algunos derivados del petróleo son las principales 

fuentes de HPAN en el medio ambiente. Más de 50 tipos diferentes de HPAN han sido 

identificados en muestras de partículas de la combustión incompleta del diese! La sustancia 

de mayor abundancia en este tipo de muestras es el 1-nitropireno, aunque también se han 

encontrado algunos otros nitroderivados entre los que destacan el 3-nitrofluorantreno , 

8-nitrofluorantreno, entre otros . Diversos investigadores se han enfocado en estudios de los 

mecanismos de formación a nivel atmosférico de los HPAN, su mutagenicidad y 

carcinogenicidad, así como el posible mecanismo de acción por el cual ejercen su efecto 

(IARC, 1989; El Bayoumy el al , 1999) 

4.3 Efecto tóxico 

Cuando los HPAN son analizados mediante la prueba de Ames, la mayoría ocasionan 

mutagenicidad a las cepas de prueba. sin neces idad de una previa activación metabó li ca El 

1-nitropireno y sus metabolitos 1,3-dinitropireno, 1,6-dinitropireno y el 1,8-d init ropireno 

son potentes agentes mutágenos en la s pruebas con S. typhimurium y otros sistemas in 

vi tro. La actividad biológica del 1-nitropireno ha sido demostrada como un agente 

mutagénico y/o carci nogén ico , Se ha informado que su actividad mutagéni ca se debe a qu e 

se enlaza covalentemente co n el ADN tanto 111 1·uro como in vivo en presencia de la 

act ivació n enzimática (Mat her et al , 1 CJlJCJ . Stacev. 1999 ) 
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Los efectos tóxicos de los compuestos nitrados son atribuidos a la formación de radical es 

1 ibres como resultado de la activación enzimática (Rosser et al.. 1996) La mutagenicidad 

de HP AN se ha demostrado que depende sobre todo de su reducción a sus correspondientes 

hidroxilaminoarenos seguido por la 0-esterificación y formación de iones arilnitronio, los 

cuales reaccionan con el carbono ocho (C-8) de la guanina en el ADN para formar el aducto 

desoxiguanosinonitro-HAP (Smith et al, 1995; Rosser et al , 1996) En la Figura 2, se 

muestra la biotransformación del 1-NP y cuyo estudio se realizó empleando radioactividad 

[3 2P] (Gallagher et al , 1990; Randerath et al. , 1995; El-Bayoumy et al , 1999) 

Los HP AN pueden entrar al cuerpo por inhalación, absorción a través de la piel o por el 

tracto gastrointestinal y son probablemente reducidos por las enzimas nitro-reductasas, 

cuyos metabolitos se enlazan en forma de metahemoglobina como derivados nitrosos, y 

N-hidroxilaminas (El-Bayoumy et al , 1999) . Sin embargo, estos intermediarios son 

además reducidos a los correspondientes compuestos aminas aromáticas, los cuales son 

excretados en la orina en forma libre o después de la acetilación (Rosser et al. 1996) 

Por otro lado, se han realizado investigaciones sobre la posible modulación de la 

carcinogenicidad y mutagenicidad de los nitroarenos por compuestos fenólicos (cu marinas, 

ácido elágico, qui nonas, flovonoides , antocianinas, etc), micronutrientes, carotenoides 

especialmente extraídos de semillas, frutos y vegetales comunes en la dieta y que tienen 

efectos antimutagénicos y anticarcinogénicos (Edenharder et. al , 1997; Loarca-Piña et al , 

1998; González de Mejía el al , 1999) 
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Figura 2. Biotransformación del 1-nitropireno (1-NP). Pasos propuestos para la activación 

del 1-NP y sus metabolitos. Los cuadros representan las posibles rutas . A. 
activación por simple nitrorreducción; B. activación por epoxidación; C. 
potenciación de la genotoxicidad de un intermediario hidroxilamina por 
0-acetilación; D. activación de una arilacetamida. Las enzimas son indicadas por 
letras itálicas: Red, nitroreductasa: P45o, citocromo P450; NAT, 
N-acetiltransferasas; OAT, 0-acetiltransferas. R = H en 1-nitropireno o OH en 
metabolitos fenólicos. 
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5. ENSAYO DE MUTAGENlCIDAD Y ANTlMUTAGENIClDAD 

Las pruebas de genotoxicidad a corto plazo, son una herramienta útil en el conocimiento de 

los mecanismos de acción de compuestos tóxi cos, en la detección de compuestos 

xenobióticos en el medio ambiente, alimentos, en muestras biológicas y tejidos tanto de 

humanos como de animales . 

Una de las pruebas de genotixicidad a corto plazo más utilizada es la de Ames, prueba que 

utiliza a la S lyphimurium como organismo detector. La versión de la prueba de Ames más 

utilizada en el escrutinio de sustanc ias con actividad mutagénica o antimutagénica es el 

método de incorporació n en placa, que consi ste en combinar la cepa de prueba 

(S typhimurium), la fracción microsomal S9 o la mezcla de cofactores y el agente químico 

(con potencial mutagénico o antimutagénico ). Por medio de esta prueba se han estudiado 

más de 300 agentes químicos, muchos de ellos descritos como mutágenos y carcinógenos. 

Este ensayo es re lat ivamente de fáci l manejo, baj o costo y rápido (S helef y Chin , 1980 : 

Maron y Ames, 1983 ; San y C han , 1987 ; Bala y Grover 1989; Francis et al . 1989: 

Grimmer el al , 1992) 

Por otro lado, el método de mi crosuspensió n descrito por Kado el a l. ( 1983 y 1986) el cual 

es una modificación a la prueba de Ames, tiene ventajas sobre e l de incorporació n en placa 

en cuanto a la sensibilid ad ( l O veces mayor) . La modificac ió n consiste en incrementar la 

concentración de célul as bacterianas de l X l 09 a 1 X 10 10 bacterias/mi , y la adición de 

éstas a la fracción S9 o mezcla de cofactores, evitando con ello la pos ibl e difu sió n, o 

diluci ó n del mutágeno o sus metabolitns, o del agente antimutagénico como sucede en el 

ensayo de incorporación en placa Además, la mayor co ncentración de bacterias in c rem ent a 

e l número de bla ncos di sponibles para interactuar co n los mutágenos o anti mutágenos . as i 

co mo e l transporte de int erm ed iarios rea ctivos hacia la bacteria 

La ce pa de prueba YG 1024 de S 1_1¡>!1111111ri11111 fu e desa rro ll ada a part ir de la TA98 v se 

caracteriza por presentar un alt o ni \'e l de actividad N- hidro xil arn ina 0-acetil tran sferasa 

cnz 1111 a que 1u ega un papel importa nt e en la ac tivación 111ut agé 111 ca de nitroarenL)S \' 

2-l 



arilaminas, lo cual le confiere la capacidad de ser altamente sensible a las acciones 

rnutagénicas de N-hidroxiarilaminas derivadas de aminas aromáticas y nitroarenos (Ame:.-; 

eta!. , 1975; Watanabe eta/, 1990; Einistóeta/ , 199 1). 

En el presente trabajo se utilizó el ensayo de rnicrosuspensión para estudiar el posibl e 

potencial antirnutagénico de algunos compuestos fenólicos presentes en extractos de la flor 

de jarnaica (H sabdar~ffa) contra la rnutagenicidad inducida por 1-nitropireno ( 1-NP) así 

co rno su posible mecanismo de acción . 



Ill. JUSTIFICACIÓN 

En la actualidad existe una tendenci a mu y marcada a consumir y promover los alimentos 

naturales, por los efectos benéficos que ello conlleva . Estos alimentos por producir un 

beneficio adicional sobre la salud son denominados nutracéuticos . También se ha definido 

como nutracéuticos a extractos de plantas (grupo de compuestos fitoquímicos 

heterogéneos) que son inocuos, no tóxicos y saludables, que poseen la capacidad de causar 

cambios farmacológicos en el organismo y en la salud, incluyendo la prevención, 

tratamiento de enfermedades crónico degenerati vas como algunos tipos de cáncer y 

enfermedades cardiovasculares 

En la dieta humana, particularmente la mexicana, ex isten muchos alimentos de ongen 

vegetal que conti enen grandes cantidades de elementos fitoquímicos. Sin embargo, no se ha 

realizado aun su caracterización bioquími ca y los estudios de sus efectos biológicos, como 

es el caso de la flor de jamaica consumida en forma de bebidas refrescantes, maceraciones e 

infusiones y en la elaboración de extractos hidroalcohó licos; por ello, se propuso evaluar el 

efecto antimutagénico in vitro de los compuestos fenólicos presentes en la fl or de jamaica 

(H sabdartffa) contra la mutagenicidad inducida por el 1-nitropireno media nte el ensayo de 

microsuspensión. 

Esta investigación pretende ab rir nuevas oportunidades de estudio con respecto a los 

efectos biológicos de los compuestos fe nó li cos presentes en las plantas que permit an aclarar 

mejor los procesos de mutageni cidad y su inhibición, así como el papel que ejercen en su 

modulación 



IV. HIPÓTESIS 

Los compuestos fenólicos presentes en la flor de jamaica (H. sahdar(ffa) poseen actividad 

antimutagénica contra el 1-nitropireno . 

V. OBJETIVOS 

l. Objetivo general 

Determinar la acti vidad antimutagénica y el posible mecanismo de acción de los 

compuestos fenó li cos presentes en la flor de jamaica (H. sabdariffa) contra la 

mutagenicidad inducida por el l-nitropireno mediante el ensayo de microsuspensión . 

2. Objetivos específicos 

21 Extraer y cuantificar los compuestos fenólico s presentes en fl or de pma1ca 

(H. sabdar[ffa) 

2 2 Determinar e l potencial mutagénico del 1-nitropireno en el ensayo de 

microsuspensión usando la cepa YG 1024 de S typhim11ri11111 

2 3 Estab lecer e l potencial antimutagénico de los compuestos fenólico s presentes en la 

flor de jamaica (H. sahdar[/ja) contra la mutagenicidad inducida por el 1-nitro pire no 

mediante e l ensayo de mi crosuspensión 

2.4 Sugerir e l posible mecanismo de acc10 11 de los compuestos fenó li cos sobre lél 

ac ti vidad mutageni ca del 1-nitropireno 
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V. MATERIALES Y MÉTODOS 

A. Material 

l. Compuestos Químicos 

Dimetilsulfóxido, 1-nitropireno, ácido protocatecuíco se obtuvieron en SIGMA Chemical & 

Co y en AJdrich C hemical & Co. Los reactivos químicos necesarios para el bioensayo de 

microsuspensión y para la extracción de los compuestos fenólicos fueron adquiridos en J. T 

Baker. El caldo y el agar nutritivo No . 2 se compraron en Oxoid Ltd ., Hants, England 

2. Material Biológico 

Cepa YG 1024 de S. typhimurium: fue proporcionada por el Dr. Javier Espinosa Aguirre del 

Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM. Las flores de jamaica (H sabdariffa) 

fueron adquiridas en el Mercado de Abastos de la ciudad de Querétaro y provienen del 

Estado de Guerrero de la cosecha de 1998 . 

La cepa YG 1024 de S. typhimurium, se caracteriza por presentar mayor sensibilidad en la 

detección de aminas aromáticas mutagénicas y nitroarenos ambientales como el 

1-nitropireno ( 1-NP) Esta cepa fue desarrollada a partir de la T A98 de S. typhimurium y 

tiene un alto nivel de actividad N-hidroxiarilamina 0-acetiltransferasa, enzima que juega un 

papel importante en la activación mutagénica de nitroarenos y arilaminas, lo cual le confi ere 

la capacidad de ser altamente sensible a las acciones mutagénicas de N-hidroxiarilaminas 

derivadas de ami nas aro mát icas y nitroa renos (Watanabe et al., 1 990 ~ Eini stb et al.. 199 J) 

Se ha informado que la sensibilidad de la cepa YG 1024 para detectar acti vidad mutagéni ca 

es de 30 2 con respecto a la T A98 de .\ f \ 'fJhim11ri11111 (Scheepers et o/ .. 199 J) Watanabe 

et al. ( J 993) demostró la alta sensibilidad de la cepa YG 1024 en la detecc ió n de la acti vidad 

111ut agé 111 ca de algunos arninoa ro máti cns \. nitroa renos ambient al es co n o tras cepa s de 



S. typhimurium creadas también para incrementar la actividad de la N-hidroxiarilamina 

0-aceti ltransferasa . 

Los nitroarenos y las ammas aromáticas son activadas metabólicamente para dar lo s 

correspondientes a rilhidroxilaminas a través de la reducció n u oxidación de sus grupos 

funcionales y la enzima acetil-Co-A (N-hidroxiarilamino 0-acetil-transferasa) está 

involucrada en la activación intracelula r de arilhidroxilaminas derivadas de nitroarenos y 

aminas aromáticas (McCoy et al., 1983 ). 

La cepa YG 1024 de S. typhimurium co ntiene diferentes tipos de mutaciones en el operón de 

histidina, propiedad que permite la detección de mutágenos . Además de la mutación en el 

o peró n de hi stidina (hisD3052) que detecta mutacio nes por corrimiento de fase , la cepa 

YG 1024 contiene otras mutaciones, las que incrementan su habilidad a detectar mutág enos 

Una de ellas es la mutación ( rfa) , que causa la pérdida parc ial de poli sacárido s de pared 

celular, incrementando con ello la perm eabilidad a moléculas de tamaño mas o menos g rand e 

(como el benzo[ a ]pi reno y e l 1-nitropireno) que en co ndici ones normales no pueden 

atravesar la pared celular. La otra mutación es una deleci ó n en el gen (urvB), g en qu e 

codifica para e l sistema de reparación por escisión de ADN, incrementando también co n ell o 

la habilidad de detecció n a muchos otros mutágenos Finalmente el factor-R, un plásmid o 

que confiere resistencia a ampi cilina (A mes el al., 1975) 

B. Métodos 

l. Curva de calibración del ácido protocatecuíco (APC) 

Para determinar la cantid ad de co mpuestos fe nóli co s present es en lo s extra c tos de la fl o r de 

jamaica (H. sahJariffú) , se realizó una curva de ca libración de l compuesto puro sinté ti cu 

(ác ido protocatec uí co , APC) de SIGM .-\ PS630 empleand o como so lvent e metano ! de J T 

Baker Se pre paró una sn lu ción pa trnn de 1 X 10" ; M de APC de la cual se rea liza ru n 

di versas di lu sinnes hasta 1 X 1 (Y ' Y :-; e midierun sus ab sorbe nc ias a 2SS 2 nrn e n un 



espectrofotómetro Perkin Elmer Lambda 2S L. Se obtuvo la ecuación lineal a partir del 

cálcu lo de la regresión lineal, además, su ordenada al origen y correlación lineal , con el fin 

de verificar su linealidad . 

2. Extracción y cuantificación de compuestos fenólicos en la flor de jamaica 

(H. sabdariffa) 

2.1 Preparación de los extractos de H. sabdariffa y fraccionamiento 

Las flores de jamaica (H. sabdariffa) fueron limpiadas para eliminar los frutos , las semill as, 

flores dañados, polvo y basura. Se secaron en un Horno SHEL LAB Serie HAFO 1600, a 

una temperatura de 3 7ºC durante 12 horas aproximadamente; después, las flores se mo li eron 

en un mortero hasta pulverización 

La extracción se realizó de acuerdo a la metodología que propone Tseng et al. ( 1996) 

Brevemente consiste en poner 20 .0 g de polvo de flor de jamaica por dos litros de etanol 

95% en agitación constante por una a dos semanas a temperatura ambiente y protegidas de 

la luz. Después de este período, el solvente se evaporó con el rota vapor Büchi R- 1 14 y se 

llevó a cabo un fraccio namiento con cloroformo y acetato de etil o . El extracto 

hidroalcohó li co fue designado como HSEc y mezclado con cloroformo hasta obtener una 

fracción solubl e (H SEc-C) y una fra cción insoluble (HSEc-Ci) HS Ec-Ci fue entonces 

ext raíd o con acetato de etil o hasta obtener una fracción soluble (HSAE) y otra insolubl e 

(HSAEi) , después los so lventes orgá ni cns fueron evaporados Los extractos HSEc y HSA E 

se secaron en un a li ofil izadora LABCONCO modelo 12 a -40º C y 33 X 1 o·; M Bar Los 

extractos li o fili zados se pasaron a un frasco ámbar, se sell aron y fu eron almacenados a 

-20ºC hasta su uso 



2.2 Cuantificación de los compuestos f enólicos en los extractos de H. .mbdar~ffit 

La cuantificación de los compuestos fenólicos de H. sahdar{ffa expresados como mg 

equ ivalentes de ácido protocatecuíco (APC) se realizó una vez que los extractos (HSEc y 

HSAE) sé eluyeron por una columna cromatográfica (J .5 X 30 cm) empacada con gel de 

sílice J.T Beker (60-200 mallas) mediante una curva de calibración util izando al APC como 

estándar Muestras de O 1 g de los extractos liofilizados (HSEc y HSAE) de H. sabd.ar~ffa se 

adsorbieron en 0.3 g de gel de sílice con 2.0 mi de metano!, el solvente se evaporó por 

agitació n constante bajo una campana de extracción; las muestras se adsorbieron 

previamente antes de empacar la columna, debido a que después de cierto tiempo mostraban 

fracturas y esto interviene en la elución La columna cromatográfica se empacó con 5. O g de 

gel de sílice adsorbida en eter-hexano (75 :25) . La muestra de los extractos adsorbida en gel 

de sí lice se integró a la co lumna y después se adicionó 1 O g de su lfato de sodio anhídro 

(Na2S0 4) . La columna sé eluyó con cloroformo, cloroformo/metano! (85 15 ). 

cloroformo/metano! (70/30) y metano) Los eluatos se evaporaron a seq uedad y sé 

resuspendieron en 5 O mi de metano! ; inmediatamente después, se leyeron sus absorbencias a 

258 2 nm en un espectrofotómetro Perkin Elmer Lambda 2S . La concentración de los 

compuestos fenólico s se calculó en base a una curva de calibración de ácido protocatecuíco 

(A PC) el cual se utilizó como estándar. 

3. Ensayo de microsuspensión (Modificación a la Prueba de Ames) 

3.1 Propagación de la bacteria 

La cepa YG 1024 S l)phimurium se creció en medio nutritivo Oxo id No 2 (Oxoid Ltd . 

Hant s. England) . hasta alcanzar una densidad de 1 X 109 bacterias/mi. aproximadament e 

entre 16-1 8 horas. en un baño con ag it ac ión constante a una temperatura de ~ 7º C La s 

bacterias se cosecharo n por centrifugación a 4500 r.p m . 4º C. l 'i min Poste ri o rm ente las 

bacteri as sé resuspendi erun en una so lu ción de fosfatos de sodio y pot as1u ( ü 1 'i M PBS . 

pi 1 74) y f'u ernn concentradas a 1 X 10
1

" bacterias/mi 

; 1 



3.2 Preparación de h1 mezcla de cofactores 

La mezcla de cofactores se preparó sig uiendo el procedimiento de Ames et al ( 1975) Se 

ad icionaron los ingred ientes en el siguiente orden agua, solución amortiguadora de fosfato 

de sodio 0 .2 M pH de 74 (NaP), mezcla de cloruro de magnesio 04 M y de c loruro de 

potasio 1. 65 M (M gCl2/ KCI), nicotinamida adenina dinucleótido fosfato (NADP+) O 1 M y 

glucosa-6-fosfato (G6 P) 1 M 

3.3 Preincubación 

En tubos de ensayo estéri les de 12 X 17 mm colocados en un baño de hielo, se adicionaron 

los ingredientes en el siguiente orden 100 µI de mezcla de cofactores, 100 µI de bacteria 

concentrada en so lución salina amortiguadora de sodio y fosfato ( 1 X 10
1º bacterias/mi 

PBS), l O µI de so lución de HSEc ( 125 , 250 y 500 µg/tubo ), HSAE ( 125, 250 y 500 

µg/tubo) de H sabdanffa ó APC (25 , 50 y 125 µg/tubo), 10 µI de 1-nitropireno (1-NP) , en 

diferentes concentraciones a evaluar. ó 1 O µ I de dimetil sulfóx ido ( DMSO ) Las 

co ncentraciones de los extractos (HSEc y HSAE) fueron 125, 250 500 µ g/tubo, para el 

APC de 25 , 50, 125 µg/tubo y para 1-NP fueron de 2, 4, 6,. 8, 1 O y 16 ng/tubo Las mezclas 

se incubaron a 37º C con agitac ión por 90 rnin, los tubos se colocaron sobre un baño de agua 

a 4 ºC hasta el moment o de adicionar el agar de superficie . 

3.4 Preparación del agar de superficie y vaciado a cajas Petri 

El agar de superficie se preparó siguiendo la técni ca de Ames el uf ( 1975 ), con 90 nm oles 

de histidina y biotina Se transfiri eron 2 mi del agar a tubos de ensayo es téri les y se 

mantu vieron a 45°( A cada una de las mezclas después de los 90 mi n de incub ación , se les 

adi cio naron los 2 mi de aga r de supe rtici e, se ag it aro n vigorosament e en un mezclado r ' se 

di stribu yó en cajas Petri co n med io rnini111 0 el e \ ·ogel-Boner Las cajas se clcjarnn so li cliticar 

a !Clllperatura ambiente . se in cubaron <I 3 ]"[ en la obscuridad po r 48 h \ ' al final de la 



incubación se contaron las colonias mediante un contador de colonias automático 

BIOTRAN 11 modelo NBS CI 11 (New Brunswick Scientific & Co. INC. Edison N. J 

USA) . De acuerdo al protocolo que propone Ames el al ( 1975), en cada experimento se 

verificaron los marcadores genéticos y la frecuencia de reversión espontánea 

* El marcador genético " rfa" (modificación de la pared celular), se verificó por la 

sensibilidad al cristal violeta que presenta la cepa YG 1024. Una zona clara de inhibición 

alrededor de una gota (5 µI) de cristal violeta, después de la incubación a 3 7º C por 24 h en 

medio completo, indica la presencia de la mutación . 

* Presencia del plásmido o Factor-R Se comprobó por su resistencia a la ampicilina, 

después de incubar las cepas con el antibiótico a 37ºC por 24 h en medio suplementado con 

histidina. 

* Frecuencia de la reversión espontánea. Se conoce como el número de co lon ias que 

son capaces de revertir en forma "espontánea", es decir sin la inducción de algún mutágeno, 

que para la cepa YG 1024 generalmente se encuentra en un intervalo de 40 a 90 co lonias 

revertantes por caja 

4. Potencial mutagénico del 1-nitrnpireno en la cepa de prueba YG 1024 de 

S. typhimurium 

Siguiendo la metodología descrita en los incisos anteriores y con el propósito de obtener la s 

curvas dosis-respuesta se probaron va ri as concentraciones del agente mutagéni co 2. 4. 6, 8. 

1 O, 16 ng de 1-nitropireno/tubo . Se detine como un resultado posit ivo el incremento po r 

más de dos veces la frecuencia en la reversión espo nt ánea 

' ·' 



5. Efecto de los extractos de la flor dejamaica (H. sabdar~ffa) sobre la cepa YG1024 

Con el propósito de saber si los extractos hidroalcohólico (HSEc) y la fracción soluble de 

acetato de etilo (HSAE) de la flor de jamaica (H. sabdar[tfa) no ocasionaban mutagenicidad 

o toxicidad a la cepa de prueba YG 1024, se realizaron ensayos siguiendo la misma 

metodología anteriormente descrita, donde se evaluaron los extractos a concentraciones de 

125, 250 y 500 µg/tubo, empleando como vehículo el DMSO. 

6. Potencial antimutagénico de los compuestos fenólicos presentes en los extractos de 

la flor de jamaica (H. sabdariffa) 

Los extractos HSEc y HSAE de la flor de jamaica H. sabdariffa a las concentraciones de 

125, 250 y 500 µg/tubo se evaluaron contra la mutagenicidad inducida por el 1-NP (4 y 8 

ng/tubo ). En el Cuadro 3 se muestra el diseño experimental. 

7. Potencial antimutagénico del ácido protocatecuíco (APC) 

El ácido protocatecuíco (APC) se tomó como control de antimutagenicidad y las 

concentraciones probadas fueron 25, 50 y 125 µg/tubo. El diseño experimental es semejante 

al Cuadro 3. 

8. Ensayo de microsuspensión con dos incubaciones (Mecanismo de acción) 

Con la finalidad de explorar el posible mecanismo de acción de los compuestos fenólicos 

presentes en los extractos de flor jamaica (H. sahdar[ffa) sobre la mutagenicidad inducida 

por el 1-nitropireno, se utilizaron dos incubaciones en el ensayo de microsuspensión descrito 

por Loarca-Piña el al. ( 1996) (Cuadro 4) 

En el Cuadro 5 se muestra el disei1o experimental para el APC' como control de 

antimutagenicidad. 



Cuadro 3. Diseño experimental para estudiar la mutagenicidad inducida por 

1-nitropireno y la actividad antimutagénica de compuestos fenólicos 

presentes en los extractos de la flor de jamaica (H sabdariffa) 

Tratamiento 

Control Negativo 

Control Positivo 

YG1024 + [1-NP].,b 

DMSO [I-NP]a,b 

+ 

+ 

+ 

Dimetilsulfoxido. 10 µ!/tubo 

[C]1 

+ 

1-nilropireno: ll-NP].= 4 ng/tubo, [l-NP]b= 8 ng/tubo 

Extractos 

[Ch 

+ 

DMSO 

1-NP 

[C] Concentraciones de los extractos (HSEc y HSAE) de H. sabdariffa evaluadas. 

ICl1 = 125 µg/tubo. fCh = 250 ~tg/tubo, [Cb = 500 µg/tubo 

[Ch 

+ 



Cuadro 4. 

Serie 

Diseño experimental para estudiar los posibles mecanismos de acción de 

los compuestos fenólicos presentes en los extractos de la flor de jamaic~1 
(H sahdarijfa) contra la mutagenicidad inducida por 1-NP 

Primera 

Experimental Incubación" 

Segunda 

Incubaciónh 

Efecto 

Esperado 

DMSO 

2 1-NP 

3 1-NP +Extractos 

4 1-NP 

5 DMSO 

6 DMSO 

7 Extractos 

DMSO 

DMSO 

DMSO 

Extractos 

1-NP 

1-NP +Extractos 

1-NP 

Control negativo 

Control de 

mutagenicidad 

Extracelular 

Acomplejamiento 

Intracelular 

Reparación 

Control de 

mutagenicidad 

Extracelular 

Acomplejamiento 

Intracelular 

Quimioprotección 

"Primera lncubaciów YGI02-l + DMSO. YG!02-l + 1-NP. YGI024 + 1-NP + Extractos. YGIOH ~ 
Extractos: fueron incubados a -:07ºC con !;1 lllC/cla de cofactores por 90 111in. lm·ados con PBS. 

rcsuspcndidos en PBS ~ se les adicionó 111c/.cl:1 de cofactores fresco. 

l> Segunda incubación. DMSO. Ex1rac1os 1-NP. 1-NP + Extraeros: li1ero11 adicionados e incubados 
posterion11c11te por 90 111111 . 

IHSEc y HSAE¡ - :>00 11!;!/lubo. 11-NPI _-.. x 11).!llubo 



Cuadro 5. Diseño experimental para estudiar los posibles mecanismos de acción del 

ácido protocatecuíco (APC) contra la mutagenicidad inducida por 1-NP 

Serie 

Experimental 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

Primera 

Incubaciónª 

DMSO 

1-NP 

1-NP + APC 

1-NP 

DMSO 

DMSO 

APC 

Segunda 

lncubaciónh 

DMSO 

DMSO 

DMSO 

APC 

1-NP 

1-NP + APC 

1-NP 

Efecto 

Esperado 

Control negativo 

Control de 

mutagenicidad 

Extracelular 

Acomplejamiento 

Intracelular 

Reparación 

Control de 

mutagenicidad 

Extracelular 

Acomplejamiento 

Intracelular 

Quimioprotección 

"Primera Incubación: YGI024 + DMSO. YGI024 + l-NP. YGI024 + l-NP + APC. YGI024 + APC: fueron 

incubados a 17ºC con la me/.cla de cofactores por 90 min. lavados con PBS. rcsuspendidos en PBS y se les 

adicionó rne1.cla de cofactorcs fresco. 

1> Segunda i11cubac1óll' DMSO. APC. 1-NP. 1-NP + APC: fueron adicionados e incubados posteriormente por 

90 min 

1APC1 = 121 11g/t11bo. 11-NP! - X 11g/tubo 



9. Análisis cualitativo de HSAE por cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) 

El extracto HSAE se analizó de una forma cualitativa por técnicas de HPLC, para realizar 

un escrutinio de los compuestos fenólicos (elementos fitoquímicos) ahí presentes. Se 

inyectaron 20 µl de una alícuota de HSAE disuelto en metano! al HPLC equipado con una 

columna analítica Water Nova Pak HR C18 60 A, 6 µm, (3.9 X 300 mm). Se usó como fase 

móvil agua grado HPLC con un flujo de 0.5 ml/min, la muestra se analizó con un detector 

de UV a una longitud de onda de 250 nm. En las mismas condiciones, se inyectó el ácido 

protocatecuíco (APC) empleado como estándar. Se compararon los tiempos de retención 

del APC estándar y HSAE. 

10. Análisis Estadístico 

La cuantificación de los compuestos fenólicos se realizó por triplicado en experimentos 

independientes obteniéndose la media y la desviación estándar como medida de dispersión. 

Para los ensayos de microsuspensión se realizaron dos experimentos independientes con tres 

repeticiones para cada concentración del agente mutagénico y extractos evaluados. 

La diferencia estadística entre el control correspondiente y los tratamientos se analizó 

utilizando el método estadístico de Dunnett. Asimismo, para comparar estadísticamente los 

diferentes tratamientos se utilizó la prueba de Tukey (Montgomery, 1991 ). Todos los datos 

fueron analizados mediante el paquete estadístico SAS·. 



VII. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

l. Curva de calibración del ácido protocatecuíco (APC) 

En la Figura 3 se muestra la curva de calibración del APC, la ecuación que se obtuvo fue 

Y= -0.02085 + 0.08851X con un coeficiente de correlación (r2
) de 0.99824. Esta curva se 

realizó con la finalidad de cuantificar los compuestos fenólicos presentes en los extractos de 

la flor de jamaica (H. sabdarif.fa), expresados como mg equivalentes de APC por 20 g de 

flor seca. El APC es uno de los compuestos fenólicos simples mayoritarios presentes en la 

fracción de acetato de etilo (HSAE) de acuerdo como lo informa Tseng et al. (1996). 

Por otro lado, Kinsella et al. ( 1993) reportan el contenido de fenoles totales en vinos tintos 

ricos en: flavonoides, catequinas, antocianinas y taninos expresados como mg equivalentes 

de ácido gálico (compuesto fenólico simple), empleado como estándar para la 

cuantificación. 

2. Cuantificación de los compuestos fenólicos presentes en la flor de jamaica 

(H sabdariffa) 

En la Tabla 1 se muestran los resultados de la cuantificación de los compuestos fenólicos de 

la flor de jamaica (H. sabdar(ffa), para el extracto hidroalcohólico (HSEc) y la fracción 

soluble en acetato de etilo (HSAE). El contenido de compuestos fenólicos resultó ser de 

420.98 ± 50.40 y 152.42 ± 29. l O mg equivalentes de ácido protocatecuíco (APC) 

respectivamente por 20 g de flor sec&. 

Duke el al. ( 1983) y Pouget el al. ( 1990) mencionan que los cálices secos de la jamaica 

contienen mezclas complejas de compuestos fitoquímicos como el ácido málico, ácido 

cítrico, dos tipos de antocianinas: gosipetina (hidroxitlavona) e hibiscina en un 13%, de 

ácido bisbiseo 15 3% y de ácido ascórhicn O 004-0.005%. Por otro lado, en una revisión 

realizada por Argueta t!I al. ( 1994) comentan que los elementos fitoquímicos presentes en 
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Figura 3. Curva de calibración estándar del ácido protocatecuíco (APC) en metano! a 
A.=258.24 nm. Cada punto representa la media de cinco experimentos 
independientes con dos repeticiones± DS. 
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Tabla l. 
Contenido de compuestos fenólicos presentes en los extractos HSEc y HSAE de la flor de 
jamaica (H. sabdarif.fa) expresados como mg equivalentes de APC por 20 g de flor seca. 

Naturaleza Cantidad analizada Equivalentes de APC % 

(mg) (mg)3 

Material Vegetal 20100 ± 157.7 

seco 

HSEc 6195.7±252.1 420.98 ± 50.4 6.79 

HSAE 2235.4 ± 245.3 152.42±29.1 6.82 

ªCada valor representa la media de tres experimentos independientes± DS. 



los cálices secos de la jamaica son flavonoides: crisantemina, cianidina-3-sambubiosido, 

gosipetina, hibiscina, malvina, mirtiyina y sabdaretina, un compuesto fenólico simple: ácido 

protocatecuíco. Estos autores no expresan la concentración de compuestos fenólicos totales 

en los cálices secos de H. sabdariffa sólo mencionan que el APC está presente en los 

extractos · crudos como en extractos parcialmente purificados y los identificaron 

cualitativamente por métodos espectrofotométricos y HPLC. 

Morton et al. (1987) informaron que extractos de cálices secos de H. sabdariffa son ricos 

en una gran variedad de compuestos fenólicos, pertenecientes al grupo de los flavonoides y 

ácidos fenólicos, pero no especifican en qué concentración. Además estos autores 

argumentan que los elementos fitoquímicos que se encuentran en los extractos presentan 

poca toxicidad, sin mencionar el bioensayo en el cual fueron evaluados. 

Los compuestos fenólicos son ubicuos en las plantas medicinales, frutos, vegetales y 

semillas. Se estima que el consumo promedio de compuestos fenólicos en la dieta humana es 

de 1-2 g/día. El ácido protocatecuíco (APC) es un ácido fenólico simple que se encuentra 

distribuido en las plantas como metabolito secundario y está presente en pequeñas 

cantidades (Spanos et al., 1992). Tanaka et al. (1994) mencionan que 10 g de lechuga o 

fresas contienen de 1 O - 40 mg de APC/ 100 g del vegetal y muestran también que el 

consumo de alimentos con bajos niveles de compuestos fenólicos pueden ser efectivos en la 

inhibición de tumorogénesis. 

3. Potencial mutagénico de 1-NP sobre la cepa de prueba YGI024 

Con el propósito de seleccionar la dosis de 1-nitropireno ( 1-NP) que diera más de dos veces 

el número de colonias que revierten espontáneamente de la cepa prueba YG 1024 de 

S. typhimurium. se desarrolló una curva dosis-respuesta para el agente mutagénico 



En la Figura 4 se muestra la curva dosis-respuesta del 1-nitropireno (1-NP) para la cepa 

Y G 1024. Las concentraciones evaluadas 2, 4, 6, 8, 1 O y 16 ng de 1-NP /tubo dieron 2 16 ± 

24, 376 ± 12, 478 ± 24, 557±46, 681 ± 38 y 1020 ± 95 colonias revertantes por caja 

respectivamente, siendo la reversión espontánea de 43 ± 3. 

Los resultados obtenidos requieren sólo de ng/tubo del 1-NP, comparados con los trabajos 

de Watanabe et al. ( 1990) y Scheepers et al. (1991 ), donde las dosis se requiere en el orden 

de µg/tubo en la modalidad de incorporación de placa, demostrando una vez más la 

sensibilidad del ensayo de microsuspensión. 

Por otro lado, González de Mejía et al. (1997 a,b; 1998 y 1999) evaluaron la actividad 

mutagénica del 1-NP y sus metabolitos en la cepa YG1024 a las concentraciones de 0.01, 

O. 03, O. 06 y O .1 O µg de 1-NP /tubo, empleando el método de incorporación de placa. Las 

dosis son diez veces mayores en comparación con las que se utilizaron en esta investigación, 

al utilizar el ensayo de microsuspensión. 

Al realizar el análisis estadístico y aplicando la prueba de Dunnett, se encontró que existe 

diferencia significativa (p<0.05) entre el número de colonias revertantes del control negativo 

(10 µ1 de DMSO/tubo, solvente utilizado como vehículo) con respecto a las revertantes 

obtenidas por cada una de las concentraciones evaluadas de 1-NP (2, 4, 6, 8, 10 y 16 ng de 

1-NP/tubo); además, la mutagenicidad inducida por el 1-NP en la cepa YG1024 es 

dependiente de las dosis probadas. 

A partir de los resultados obtenidos, se eligieron las concentraciones de 4 y 8 ng de 

1-NP/tubo, que muestran más de dos veces la mutación espontánea de la cepa YG 1024 para 

realizar los ensayos de antimutagénesis. 

·D 



1200-

1000 1 
..,,. l 
M o .... 800 í-' 
;;... 

T. ~ . ..., -¡/..L ~ 600 u 
;; /i <lJ 
~ 

"' 400 ~ ·a 
o o u 200 

/ 
o 

o 2 4 6 8 10 12 14 16 18 

1-NP [ng/tubo) 

Figura 4. Curva dosis-respuesta del 1-nitropireno ( 1-NP) como agente mutagénico en la 
cepa YG 1024 de S. typhimurium. Cada punto representa la media de dos 
experimentos independientes con tres repeticiones± DS. La reversión espontánea 
fuede43 ±3. 



4. Efecto de los extractos (HSEc y HSAE) de H. sahdariffa en la cepa YGI024 

Con el propósito de estudiar el efecto de los extractos hidroalcohólico (HSEc) y la fracción 

soluble de acetato de etilo (HSAE) de la flor de jamaica (H. sabdarif.fa) sobre la 

mutagenicidad o toxicidad en la cepa de prueba YG 1024, se llevaron a cabo ensayos en los 

cuales se evaluaron los extractos (HSEc y HSAE) a concentraciones de 125, 250 y 500 

µg/tubo. 

En la Figura 5, se muestra el efecto de los extractos (HSEc y HSAE) sobre la cepa YG 1024 

mediante el ensayo de microsuspensión. Los resultados obtenidos muestran que HSEc y 

HSAE con un promedio de 69 y 78 colonias revertantes/caja respectivamente no sobrepasan 

el doble de colonias que revierten espontáneamente en la cepa YG 1024 (73 rev/caja). En 

otras palabras, los extractos (HSEc y HSAE) a las concentraciones evaluadas no son m 

mutagénicos ni tóxicos para la cepa. 

Los resultados obtenidos concuerdan con lo reportado por Morton et al. (1987), donde a 

pesar de no especificar el bioensayo utilizado concluyen que los extractos de la flor de 

jamaicano ejercen toxicidad. 
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Figura 5. Curva dosis-respuesta de la toxicidad de los extractos (HSEc y HSAE) de la flor 
de jamica (H. sabdarif.fa) mediante el ensayo de microsuspensión. Cada punto 
representa la media de dos experimentos independientes con tres repeticiones ± 
OS. La reversión espontánea promedio fue de 62 ± 3 



S. Potencial antimutagénico de los extractos de H. sahdar~ffa contra la mutagenicid:•d 

inducida por el 1-NP 

5.1 Actividad antimutagénica de HSEc 

La mezcla compleja de compuestos fenólicos heterogénea presente en el extracto 

hidroalcohólico (HSEc) de H. sabdariffa mostró inhibición de la mutagenicidad inducida 

por el 1-NP en la cepa YG l 024 de .s·. typhimurium independientemente de las 

concentraciones del extracto crudo evaluadas (I 25 , 250, 500 µg/tubo) Figura 6; la inhibición 

de la mutagenicidad resultó en promedio de 65 y 79% al utilizar 4 y 8 ng/tubo de 1-NP 

como se puede apreciar en Ja Tabla 2 

La inhibición de Ja mutagenicidad inducida por el 1-NP ha sido estudiada para algunos otros 

compuestos antimutagénicos, como el estudio realizado por González de Mejía et al. 

( l 997b ), utilizando el ensayo de incorporación en caja donde, observaron que la inhibición 

de la mutagenicidad inducida por el 1-NP (O . 06 µg/tubo) en la cepa Y G 1024 por las 

xantofilas presentes en la flor de cernpasúchjl (Tagetes erecta) fue del 66% en una 

concentración evaluada de 0 .2 µg/tubo de un pigmento extraído de la flor de cempasúchil 

utilizado para consumo humano, expresado como equivalentes de luteina. En otro estudio 

realizado por los mismos autores (1998) donde se evaluó la inhibición de la mutagenicidad 

inducida por el 1-NP y sus metabolitos en la cepa YG 1024, informaron que el efecto 

inhibitorio del 1-NP (0 .05 µg/tubo) por los carotenoides extraídos de chile verde (Capsic 11111 

·'PP.) fue de un 98% a una concentración de 34 nmol/tubo de carotenoides expresados como 

equivalentes de trans-~-caroteno La dosis de 1-NP empleada en este estudio fu e 

aproximadamente 25 veces mayor que la rninirna utilizada en nuestra in ves ti gación por 

medi o del ensayo de microsuspensión 
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Figura 6 . Actividad antimutagénica del extracto hidroalcohólico (HSEc) de la flor de jamaica 
(H sabdoriffa) contra 1-NP a 4 y 8 ng/tubo Cada punto representa la media de 
dos experimentos independi ent es con tres repeticiones ± OS La reversió n 

espontánea fue de 62 ± 4 



Tabla 2 
Actividad antimutagemca (% inhibi ción) de los compuestos fenólicos presentes en el 
extracto HSEc de la flor de jamaica (H. sabdariffa) contra 1-NP ( 4 y 8 ng/tubo ), mediante 
el ensayo de microsuspensión empleando la cepa YG 1024 de 5'. typhimurium. 

Cada valor representa la media de dos e>;perimentos independientes con tres repeti ciones ± 
DS La reversión espontánea fue de 62 ::: 4 

Letras diferentes expresan diferencia significati va con p<O 05 , prueba de Dunnett ( * D) \ 

Tukey (**T) 

.j<) 



González de Mejía et al. ( 1999), empleando el ensayo de Ames en su modalidad de 

incorporació n en caja, evaluaron la acti vidad antimutagénica de compuestos fenó licos 

presentes en la cascarilla de frijol (J'hm eolus vulxaris) contra 1-NP en la cepa YG 1024 y 

reportaron que el efecto inhibitorio sob re el 1-N P (O . l µg/tubo) fu e de un 3 5% a una 

concentración de 500 µg/tubo de compuesto s fenólicos expresados como mg equivalentes 

de (+)-cateq uina 

Por otro lado, se encontró diferenci a significativa (p<O 05) entre el número de colonias 

revertan tes del control de mutagenicidad ( 1-NP 4 y 8 ng/tubo) con respecto a las reve11antes 

obtenidas para cada una de las dosi s de HSEc a concentraciones de 125, 250, 500 µg/ tubo, 

que se evaluaro n de una forma simultánea (HSEc+ 1-NP) Para las concentraciones de HSEc 

no se observó diferencia significativa (p>0.05) entre la inhibición de la mutagenicidad 

obtenida por las dosis de 1-NP ( 4 y 8 ng/tubo) evaluadas; esto sug iere que debid o a que el 

HSEc, es un extracto heterogéneo com pletamente crudo contiene una gran variedad de 

fitoelemenos donde destacan los compuestos fenólicos y algunos polisacáridos de acuerdo a 

lo que reporta Müller et al ( 1992) es decir, podrían existir efectos sinérgicos, antagónicos o 

potenciadores entre los fitoconstituyent es del extracto y el agente mutagéni co Edenharder 

et al ( 1996), Tang y Edenharder ( 1997), evaluaron la antimutagerucidad de compuestos 

químicos presentes en frutas , vegetales y plantas, observando efectos potenciadores y 

antagónicos contra la mutagenicidad inducida por el 1-nitropireno ( 1-N P) y 2-nitrofluoreno 

(2-NF) en la prueba de Ames . Esp inosa-Aguirre et al. ( 1993) , quienes trabajaron co n 

extractos de chil e también observaron una potenciación de la mutagenicidad indu cida por 

1- P y dinitropireno (DN P) en la mi sma prueba empleando a la cepa YG 1024, pero en la 

modalidad de incorpo ració n en caja 

5.2 Actividad antimutagénica de HS .-\E 

En base a los resultados obtenid os por los aut o res ant eri o rm ent e cit ados y bajo la s 

recomendaciones de Kaur et o / ( 1 99~)' Tse ng er u! ( 1996) , se 11<.:va ro n a cabo un a se ri e el e 

extracc iones parc iales de HSEc con dil'e rent es so lvent es orgú ni cos ele dcuerclo a su 

~() 



coeficiente de partición con cloroformo y acetato de etilo; obteniéndose así del HSEc una 

fracción soluble en acetato de etilo (HSAE), fracción rica en APC, a la cual también se le 

considera como un extracto parcialmente crudo 

Los compuestos fenólicos presentes en HSAE de H sabdanffá mostraron inhibición de la 

mutagenicidad inducida por el 1-NP en la cepa YG 1024, independientemente de las 

concentraciones evaluadas ( 125 , 250 y 500 µg/tubo ) . La inhibición de la mutagenicidad 

resultó en promedio 68 y 74% contra 4 y 8 ng/tubo de 1-NP respectivamente (Fig ura 7, 

Tabla 4) . 

Se observó que existe diferencia significativa (p<O 05) entre el número de co lo ni as 

revertantes del control de mutagenicidad (1-NP 4 y 8 ng/tubo) con respecto a las revertantes 

obtenidas por cada una de las concentraciones de HSAE ( 125 , 25 0 y 500 µ g/t ubo ), 

evaluadas de forma simultánea (HSAE+ l-NP) De igual forma que el extracto HSEc, el 

extracto HSAE no mostró diferencia significativa (p>0 .05) entre la inhibic ió n de la 

mutagenicidad obtenida por las concentraciones de 4 y 8 ng/tubo de 1-N P. Esto puede se r 

explicado debido a que los extractos utilizados en el bioensayo presentan una g ran va ri edad 

de elementos fitoquímicos y por lo tanto , no se obtenga di fe rencia sig nificati va entre cada 

uno de los tratamientos, dado que los compuestos biológicamente activos podrían esta r 

desempeñando varios efectos a diferentes niveles dependiendo del tipo de compuesto . 

estructura química y forma de acción (Stavric, 1 994 ~ Edenharder el al , 1997) 

Se conocen otros compuestos fen óli cos extraídos de alg unas fruta s y plant as , cuva 

extracció n se lleva a cabo con etanol v acetato de etilo Kaur e l al ( 1998) , estudi a ro n un (l 

fra cció n rica en ta ninos, compuestos fe nó licos condensados (TC-E) de la pul pa seca del 

frut o de /'ermi11a/ia cheh11/a, obtenida pnr extraccio nes sucesivas co n al co ho l etíli co 9) 0 o , 

ace tato de etil o, de es ta forma evalu arl1 n el potencia l antimutagéni co de la fr acción co111r <1 

dos mutágenos directo s 4-nitro-o-fenil enedi amina (NPD) y 4-nitroquin o lina-N-l1xicl(1 

(4N QNO), as imi smo, contra un mut a~l.' IH l indirec to 2-amino tluoreno (2-/\ F) util iza ncl l1 l;1 

ce pa TA98 de S 11¡Jh111111ri11111. en su nwda lid ad de in corporació n de placa 

~ ¡ 
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Figura 7 Acti vidad antimutagénica del extracto de acetato de etil o (H SAE) de la fl o r de 
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Tabla 3 
Actividad antimutagénica (%inhibición) de los compuestos fenólicos presentes en el extracto 

HSAE de la flor de jamaica (H. sabdanffá) contra 1-NP ( 4 y 8 ng/tubo ), mediante el ensayo 
de microsuspensión empleando Ja cepa YG l 024 de S. typhimurium. 

Tratamiento 

1-NP (4 ng/tubo) 

HSAEc 

1-NP (8ng/tubo) 

HSAE 

Antimutágeno 

(µg/tubo) 

o 
125 

250 

500 

o 
125 

250 

500 

Número % 

Revertan tes Inhibición 

*D ** T 

269 ± 17 

76 ± 2 h h 72 ± 
.., 
_) 

80 ± 6 
h 70 ± 

101 ± 9 el 63 ± 

56 1 ± 14 

155 ± 5 
h b 72 ± 2 

138 ± 3 75 ± 

134 ± 8 d 76 ± 

Cada valor representa la media de dos ex perimentos independi entes con tres repeti c io nes :::. 

DS La reversión espontánea fue de 62 =- 4 

Letras diferentes expresan diferencia signifi ca ti va con p<O 05 , prueba de Dunnett ( *O) , , 

Tukey (** T) 



Estos estudios revelaron que el extracto con taninos oligoméricos de ácido gálico (TC-E), 

inhibió significativamente la mutagenicidad inducida por el 2-AF (mutágeno dependiente de 

S9) . Sin embargo, (TC-E) fue antago ni sta contra NPD pero no contra 4NQNO 

5.3 Actividad antimutagénica del ácido protocatecuíco (APC) 

El APC mostró inhibición de la mutagenicidad inducida por 1-NP en la cepa YG 1024, 

independientemente de las concentraciones evaluadas (25 , 50 y 125 µg/tubo) . La inhibición 

de la mutagenicidad resultó en promedio de 60 y 56% al utilizar 4 y 8 ng/tubo de 1-NP 

respectivamente (Figura 8, Tabla 4) . 

Cabe mencionar que las concentraciones de APC evaluadas son mucho menores que las 

empleadas con los extractos (HSEc y HSAE) de H. sabdar[ffa, la concentración más alta 

fue de 125 µg/tubo de APC, mínima utilizada para los extractos de la flor de jamaica . 

Se encontró diferencia significativa (p<O 05) entre el numero de colonias revertantes del 

control de mutageni cidad ( 1-NP 4 y 8 ng/tubo) con respecto a las revertantes obtenidas para 

cada una de las dosis de APC a concentraciones de 25, 50 y l 25 µg/tubo, evaluados de una 

forma si multánea (APC+ 1-N P) Por otro lado, no se observó diferencia significativa 

(p>O 05) entre la inhibició n de la mutagenicidad obtenida por las concentraciones de 4 y 8 

ng/tubo de 1-NP para el APC 

En un estud io realizado por González de Mejía et uf. ( 1999) donde evaluaro n la actividad 

antimutagéni ca del ác ido elágico (co mp uesto fenólico) (50, 125 , 250 y 500 µg/tubo) contra 

la mutageni c idad inducida po r el 1-N P en la cepa YG 1024 encontraro n qu e e l efecto 

in hibitorio sobre el 1-N P (O 1 pg/tubo) . fue 83 % a una concentració n de 300 ~1g/t u bo de 

ác ido elágico. dos is empleada como cn nt ro l de ant imutagénesis Las concentraciones del 

~1c id o elágico utili zadas en esta in vesti gac ión so n semeja nt es a las de nuestro trabajo pero e l 

bioensayo qu e util iza ro n fue el de inco rpora ción en placa 
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Figura 8. Actividad antimutagénica del ácido protocatecuíco (APC) como control de 
antimutagenicidad contra 1-NP a 4 y 8 ng/tubo Cada punto representa la media 
de dos experimentos independientes con tres repeticiones ± OS La reversión 

espontánea fu e de 62 ± 4 



Tabla 4 
Actividad antimutagénica (%inhibición) del APC incluido como control de antimutagénesis 
contra 1-NP ( 4 y 8 ng/tubo ), mediante el ensayo de microsuspensión empleando la cepa 

YG 1024 de 5i. lyphimurium. 

Tratamiento 

1-N P (4 ng/tubo) 

APC 

1-NP (8 ng/tubo) 

APC 

Antimutágeno 

(µg/tubo) 

o 
25 

50 

125 

o 
25 

50 

125 

Número 

Revertan tes 

*D 

269 ± 17 

112 ± 9 b 

105 ± 9 

108 ± d 

561 ± 14 

243 ± 20 h 

237 ± 16 

263 ± 8 d 

% 

Inhibición 

**T 

b 58 ± 3 
h 

6 1 ± 
b 60 ± 

b 57 ± _) 

b 58 ± 2 
e 

53 2 

Cada valo r re presenta la medi a de do s e'.:perimentos independientes con tres repeticio nes ± 
DS La reversión espo ntánea fu e de 62 = 4 

Letras diferentes expresan diferencia signifi ca ti va con p<O 05 , prueba de Dunnett ( *D) v 
Tukev ( * *T) 



6. Ensayo de microsuspensión con dos incubaciones 

6.1 Mecanismos de acción de los extractos de H. .mhdar~ffá y el APC sobre la 

mutagenicidad inducida por el 1-NP 

Con el propósito de sugerir los posibles mecanismos de acción de antimutageni cidad de lo s 

compuestos fenólicos presentes en los extractos (HSEc y HSAE) de H. sabdartffa y del 

ácido protocatecuíco (APC) como contro l de antimutagénesi s, se ll evó a cabo e l ensayo de 

microsuspensión con dos períodos de in cubación para la cepa YG 1024 de 5;. typhim11ri11111 

pro puesto por Loarca-Piña et al. ( 1996 ). 

En las Tablas 5, 6 y 7 se muestran lo s porcentaj es de inhibición de la mutageni cidad induc ida 

por el 1-NP en la cepa YG 1024 bajo diferentes condiciones experimentales . e\:t racto 

hidroalcohó lico (HSEc), fracción so luble en acetato de et il o (HSAE) de la flor de jamaica 

(H. sabdar(ffa) y el ácido protocatecuí co APC Cuand o se incubó la cepa de prueba 

YG 1024 con la mezcla 1-NP+ HSEc, 1-NP + HSAE, 1-NP+ APC (Series 3 y 6 ; Tabla 5, 6 y 

7) ; se obtu vo una inhibición en promedio del 65 , 53 y 40% respectivamente, la inhibi c ió n fu e 

independiente cuando se aplicó en la primera o segunda incubación 

Los resultados o btenidos sugieren qu e la inhibició n de la rnutageni cidad inducida po r e l 

1-NP es una combinació n de un posible acomplejamient o de los compuestos de los ex tractos 

(HSEc y HSAE) y APC con el mutáge no, reduciend o co n e ll o su bio di spo nibili dad , pero 

ta mbién por una posible quimioprot ecció n de éstos contra e l 1-N P (Seri e 7, Tab las 5. 6 y 7) 

Difere nt es au to res han propuest(l que la inhibi ció n de la mutageni c idad pt 11 

titoconstituye nt es de frut os y vegetal es de la di eta co nt ra mutágenos de l ambi ent e 

[1-nitropireno ( 1- N P), dinitrop ireno (D'\'P) v benzojajpireno (B[a ]P)] se da po r un a posibl e 

modulació n e nzimáti ca o aco mpl eja mi entt1 e nt re tit tw lemc ntos v lo s rnutú genus (Ku dura 



Tabla 5 
Inhibición de la mutagenicidad del 1-NP en la cepa YG 1024 de S. typhimurium baj o 
diferentes condiciones experimentales con el extracto hidroalcohólico (HSEc) de la fl or de 
jamaica (H. sahdar{ffa ). 

Serie Primera Segunda Número % Efecto 
Experimental Incubación Incubación Revertan tes Inhibición Esperado 

DMSO DMSO 66 ± 8 Control negativo 

*D **T 

2 1-NP DMSO 3 16 ± 20 ª Control de 
mutagenicidad 

') 1-NP + HS Ec DMSO 105 ± 21 b 
b 67 ± 2 Extracelular -' 

Acomplejamiento 

4 1-N P HSEc 208 ± 24 e 34 ± 4 Intracelular 
Reparación 

5 DMSO 1-NP 309 ± 28 ª Co nt ro l de 
rnutagenicidad 

6 DMSO 1- NP + HS Ec 107 ± ¡4h h 65 ± 3 Extracelul ar 
Acomplejamiento 

7 HSEc 1-NP 126 ± 1 O e 
h 59 ± 3 Intracelular 

Quirnioprotección 

Primera incubación YG I024 + DMSO. YG I0 24 + 1-NP. YGI024 + 1-NP + HS Ec \ YG I024 -
HSEc: fu eron incubados :i "!- 7"C con b mezcla de cofactorcs por 90 min .. lav:idos con PBS . 

resuspendidos en PBS \ se les :idic1onó mezc b de cofactores fresco 

Segund:i 111cub:ic1ón DM SO. 1-NP. HSEc. 1-N P + HS Ec: fu eron adicionados e mcub:idos 

posteri ormente por ll () 111111 

iH SEc j = )() () ng/tubo. 11 -N Pj = X ng/ tuho 

Cada ,·:i lor reprcscnl:1 1:1 media de dos e\pennh;nt os 111dL:pcnd1cnlcs con tres rcpet1 c1ones == OS L:1 

rc\\;rs1ón es po11t :1 nc:1 fue de (16 ± X 

l.etr:is diferent es c\ ¡Hcs:rn d1fcrc11c1:1 s1g111f1 c1t 1u con p·-ll (}) _ prueb:1 de Du1111Lll (*D) ' Tukc\ 

( **Tl 



Tabla 6 

Inhibición de la mutagenicidad del 1-NP en la cepa YG 1024 de S. typhimuri11m baj o 
diferentes condiciones experimentales con el extracto de acetato de etilo (HSAE) de la flor 
de jamaica (H. sabdar(ffa) . 

Serie Primera Segunda Número % Efecto 

Experimental Incubación Incubación Revertantes Inhibici ón Esperado 

DMSO DMSO 66 ± 8 Control negati vo 

*D ** T 

2 1-NP DMSO 316 ± 20" Contro l de 
mutagenicidad 

-. 1-NP + HSAE DMSO 133 ± 13º b 58 ± 1 Extracelular _) 

Acomplejamiento 

4 1-NP HS AE 221 ± 17 e 30 ± 3 Int racelular 
Reparaci ón 

5 DMSO 1-NP 309 ± 28" Control de 
mutageni cidad 

6 DMSO 1-NP + HSAE 162 ± 8 h 
d 48 ± l Extracelul ar 

Acompl ejamiento 

7 HSAE 1-NT) 11 9 ± 7 e 
h 

62 ± 1 Intracelular 
Quimioprotecció n 

Primera incubación YG 1024 + DMSO. YG 1024 + 1-NP_ Y-G-1-0z 1-NP + HSAE' YG 102:.f _¡_ 

HSAE: fueron incubados a 37"C con b mezcla de cofactores por 90 mm .. lav::idos con PBS. 
rcsuspendidos en PBS y se les adic ionó mezcl::i de cofactores fresco 

Segunda mcubación : DMSO. HSAE. 1-NP. 1-NP + HSA E. fu eron adicionados e incubados 
posteriormente por 90 min 

JHSAE I = 500 ng/rubo. 11 -NPJ = 8 ng/tubo 

Cada ,·alor represenl:1 la media de dos e.'\perimentos independi entes con tres repeti ciones ::: DS l .;1 
rc,·ersión espont:lnca fu e de ( )6 ± 8 

Le1ras d1krcnt es e'\ ¡Hcsa11 dikre11 c1a s1g111t"1 c:1t1\;1 con 11 · O () :' _ prueb;1 de Dunnett (*D) \ Tukc\ 
( **T) 



Tabla 7 
Inhibición de la mutagenicidad del 1-NP en la cepa YG 1024 de S. typhimurium bajo 
diferentes condiciones experimentales con el ácido protocatecuíco (A~C) como control de 
antimutagenicidad . 

Serie Primera Segunda Número % Efecto 

Experimental Incubación Incubación Revertantes Inhibición Esperado 

DMSO DMSO 66 ± 8 Control negati vo 

*O **T 

2 1-NP DMSO 316 ± 20" Control de 
mutagenicidad 

3 l-NP + APC DMSO 185 ± 2} b 
h 42 ± 1 Extracelular 

Aco mplejarniento 

4 1-NP APC 232 ± 19 c e 27 ± 
.., 

Int racelular .) 

Reparació n 

5 DMSO 1-NP 309 ± 28 " Cont ro l 

6 DMSO 1-NP + APC 166 ± 6 b h 46 ± 1 Extracelular 
Acompl ejarni ent o 

7 APC 1- NP 127 ± 1J c d 59 ± 1 Intracelular 
Quimio pro tecció n 

Prunera 111cubac1ón YGI024 +DMSO. YGI024 + 1-NP. YGI024 + 1-NP + AP C. YGI 024 + APC. 
fueron incubados a 37"( con la mezcla de cofactores por 90 mm .. lavados con PBS . resuspendidos 
en P BS \ se les adicionó mezcla de cofactorcs fresco 

Segunda incubación DMSO. 1-NP. APC. 1-NP + APC. fueron adicionados e incubados 
postcnom1ente por 90 m1n 

IAPCI = 12:' ng/tubo. 11 -N PI = X ng/tubo 

C 1da ' a lor representa la 111ed1a de dos c\ p-.: rnnentos 111dcpend1 entes con tres repet1 e1011 es -" OS Li 
rcn ;rs1ó11 es pont:111ca ![1-.· de (16 ± X 

Lctr:1s d1 fc re11 tcs C.\ prcs:111 d1fe rc11 c1a s1g111fi c:ll1\a Clm p·, () O'i . prueba de Dunnctl (*D) \ TuKc\ 
( ** T ) 



y Hara, 1999; Weisburger el al , 1999) Tachino el al ( 1994) informaron que el meca ni smo 

de acción de la clorofilina (CHL) contra de B[a]P es debido a la formación de un complejo 

entre CHL y el epóxido de B[a]P Asimismo, González de Mejía el al (l 997b) sugieren que 

el principal mecanismo de acción de la luteina contra 1-NP en la cepa YG l 024 se debe a la 

formación de un complejo entre la luteina y el 1-NP, que puede limitar la biodisponibilidad 

del agente mutagénico . Hammons el al. ( 1999) argumentan que los fitoconstitu yentes de la 

dieta entre los que destacan los polifenoles, modulan o inhiben la bioactivació n de aminas 

aro máticas (arilaminas) desempeñándose como uno de principales mecani smos de los 

quimioprotección . 

Con la finalidad de estudiar el posible efecto de reparación de los extractos HSEc HSAE y 

del APC , se realizó una primera incubación de YG l 024 en presencia del 1-NP y una 

segunda incubación con el extractos HSEc, HSAE y APC, (previa remoción del 1-NP con 

PBS ; Serie 4; Tabla 5, 6 y 7), la inhibición de la mutagenicidad fue de 34, 30 y 27% 

respectivamente, estos resultados sugieren que algunos de los compuestos fenólico s 

presentes en HSEc y HSAE pueden tener un efecto sobre el sistema de reparación del 

material genético de la bacteria. González de Mejía et al ( l 997a) informaron re sultados 

muy semejantes al trabajar con luteina (10 µg/tubo) y AFB1 (O 5 µg/tubo) en YGI024, 

obtuvieron un 3 1 % de inhibición en el ensayo de preincubación con AFB 1 Mientras qu e 

Loarca-Piña el al. ( 1996) obtuvieron un 36% de inhibición al dañar TA 98 co n AFB 1 

primeramente y después al adicionar ácido elágico ( AE). por lo que sugieren que el efecto 

inhibitorio podría estar mediado por una interacción entre AE y ADN alterad o por AFB 1 de 

la cepa de prueba. En otro estudio realizado por González de Mejía et u/ ( 1997b) en dond e 

evaluaro n a la cepa YG l 024 en una primera incubación con 1-NP y después a la luteina, 

observaro n que la luteina no present ó efecto sobre el sistema de reparaci ón del AD N 

bacteriano 

Por otro lado, con el propósito de estudi ar el efecto quimioprotector de los c\:tractos HSl- c 

HSAE y APC se rea li zó una primera incubación de YG 1024 en presencia de HSFc, HS .i\F ' 

APC despu és una segund a en presencia d1..' 1- NP (p re' 1a remoción de HSEc. HS .i\ F \ 1\P( · 



con PBS, Serie 7; Tabla 5, 6 y 7), la inhibición de la mutagenicidad fue de 59, 62 y 59% 

Estos porcentajes de inhibición pueden deberse principalmente a la presencia de uno o varios 

compuestos fenó li cos de los extractos que posiblemente tengan afinidad por el sitio de unión 

de los iones arilnitronio (forma metabólicamente activa del 1-NP) al ADN (Smith et al , 

1995 ; Rosser et al , 1996), con lo que se di sminuye el número de sitios di sponibles; otra 

opción es que los fito elementos de HSEc, HSAE de H. sahdar{ffa y el APC modulen o 

inhiban las enzimas involucradas en la activación del 1-NP (nitrorreductasas y 

0-acetiltransferasas) que sobreproduce la cepa YG 1024, di sminuyendo así la mutagenicidad 

de los agentes mutagéni cos aún cuando estas actividades enzimáticas no fueron evaluadas en 

nuestros resultados . loannides et al ( 1990) mencionan que los retinoides inhiben las 

nitrorreductasas y transferasas bacterianas necesarias para la activación metabóli ca del 2-NF, 

1-NP y 3-NF A Kou et al ( 1992) informaron que la epigenina fu e capaz de inhibir las 

enzimas reductasas encargadas de activar a los nit ropirenos causantes de la mutageni cidad 

en las cepas de prueba de ,\ . typhim11rium sobre productoras de OA T Wall et al ( 1990) 

mencionan que los tl avonoides presentes en extractos de frutas y otros alimentos reducen la 

mutagenicidad de los hid rocarburos policíclicos aro máti cos (2-NF, 3-NFA y 1- NP) por la 

inhibición de las nitrorreductasas y/o 0-transferasas bacterianas, debido a que los 

nitroarenos a través de estas enzimas requieren de su reducción del grupo nitro a un 

intermediario hid roxiamina y esterifi cación del (O H) funcional por vari as tran sferasas, 

especialmente las 0-acetiltransferasas a metaboli tos que se forman espontáneamente a un 

ion arilnitronium reacti vo con el ADN (formando ad uctos de ADN), induciendo así la 

mutageni cidad (S mith el al . 1995: Rosser et ul , 1996: Maher et al , 1999 , Howard y 

Beland , 1999) 

Da shwood el al ( 1999) informaron que los po lifennles del té negro y verde [ga la to de (- )­

epiga locatequ ina ( FGCG ), ca tequinas. epicatequina (EC) , entre otros] ihibieron l(l 

rnutageni cidad indu cid (j por aminas heterocicli cas en el ensayo de Ames en un 90%, debido 

a la mod ul(l ción de enzima s invo lu crada s en su ac ti vación y que ex isten otros 111eca ni s1rn1 s 

alt ern ati vos ele in hihicit1 11 de una l(irina 111in nrita1·ia co rno atrapa mi ent n de mol écu las 

ck ctrotil ic(ls , <1urn1plcv1111ie nt o de lus puliknok s \ lus 111 utáge nos Cabe 111 cncin11ar t(l111bié11 



que Loarca-Piña et al. ( 1996) informaron que el ácido elágico, mediante el ensayo de 

microsuspensión con dos incubaciones, inhibe un 36% la mutagenicidad de AFB 1 en TA 98 , 

sugiriendo que tiene un efecto quimioprotector 

Por otro lado, en una rev1s1on realizada por Kudora y Hara ( 1999), estos autores 

info rmaron que la inhibición de la mutagenicidad y carcinogenicidad de los po li fenoles 

presentes en extractos de té epicatequina (EC), galato de epicatequina (ECG), 

epigalocatequina (EGC), galato de (-)-epigalocatequina (EGCG) y teofilinas (TFs) cuyos 

estudios fueron realizados in vitro e m vivo, podrían ejercer su actividad a través de 

diferentes mecanismos intracelulares y extracelulares, incluyendo la modulación del 

metaboli smo enzimático, bloqueando o suprimiendo la interacción de los agentes 

mutagénicos o sus metabolitos, modulando la replicación y efectos de reparación del AD , 

promoviendo o inhibiendo la invasión de metástasis e induciendo nuevos mecanismos en el 

sistema bio lógico de prueba 

Los resultados de esta investigación indican que la inhibición de la mutagenicidad inducida 

por el 1-NP en la cepa de prueba YG 1024 puede explicarse tanto por un posibl e 

acomplejamiento de los extractos (HSEc y HSAE) y el APC con el mutágeno, como por una 

considerable participación de los mecanismos intracelulares de quimioprotección v 

reparación Ayrton et al. ( 1992) info rmaron que el ácido elágico (AE) podría e3ercer su 

actividad antimutagénica y anticarcinogénica a través de uno o más de los s1g u1 entes 

mecani smos inhibiendo las enzimas responsables de la act ivación del carcinógeno_ 

estimulando enzimas involucradas en la destoxificación de intermediari os reacti vos. por una 

interacción del polifenol con los int ermediarios reacti vos inhibi endo así la fo rmación de 

aductos y mediante la interacción del compuesto fen óli co con el ADN. reduciendo el 

número de sitios di sponibles de interacción con los agent es mutagéni cos 



7. Análisis cualitativo de HSAE por cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) 

En e l transcurso de esta investigació n surgió la in qui etud de analizar de una fo rm a 

cualitati va e l ex tracto parcialmente crud o (H SAE) de /-!. sahdar[ffa mediante técni cas de 

HPLC para realizar una elucidació n de los compuestos fitoquímico s presentes en HSAE 

dado que T seng et al. ( 1996) informaro n que el compuesto fenólico simple mayo rita ri o en 

Hibi scus fu e A PC pero no muestran evidencias. 

En la Figura 9, se muestra un perfil cromatográfico del análisi s cualitativo de H SAE, que se 

ll evó a cabo inyectando 20 µl de una alí cuota de HSAE (disuelta en metano! g rado HP LC) 

al HPLC equipado con una co lumna analítica Water Nova Pak HR C 18, 60 Á, 6 µ m. (3 9 X 

300 mm ), usando como fase móvil agua g rado HPLC con un fluj o de 0 .5 ml /min La 

muestra se analizó con un detecto r de UV a una longitud de onda de 250 nm . 

En el cromatog rama se puede observar un pico mayoritari o con tiempo de retenció n (Rt ) de 

4 940 min, este pico se comparó con un estándar del compuesto fenó li co sim ple (ácido 

pro tocatecui co , APC), inyectand o al HPLC en las mi smas condiciones qu e HSAE, se 

obtuvo un pico a un ti empo de retención (Rt) de 5.623 min con unid ades a rbitrari as de 

absorbencia sup eri ores que el extracto . En base a estos resultados se elucidó qu e el APC 

puede estar present e en HSAE de una fo rma mayo ritari a Dado que e l ti empo de retenció n 

resultó menor qu e el estánd ar, puede atribuírsele qu e se encuentra en una mezcla co mpleja 

de compuestos fit oquími cos. Asimi smo el perfil cro matográfi co de HSAE presentó va ri os 

picos co n ti empos de retenció n entre 9 \ 40 min , los cuales confirman la heterogeneidad de 

los compuestos present es en el extracto 

Estos resul tados, sugieren qu e para poder escrut ar qué ti po de compuestos existen en HSAf 

se deberán e legir nu c' as co ndicio nes ' di fe rent es elu \'e11tes para de esta for ma tener un a 

buena reso luc ió n en cad a un o de los piu1s. comparand o siemp re co n estánd ares 



Rt = 4.94 

(a)uA 

Minutos 

Rt = 5.623 

(b)UA 

Minutos 

Figura 9. (a) Perfil cromatográfico del extracto HSAE de la flor de jamaica (H sabdariffa) 
y (b) cromatograma del ácido protocatecuíco, compuesto puro utilizado como 
estándar. 
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En una revi sión realizada por Beecher el al. ( 1999) , estos autores informan que una de las 

metodologías de mayor uso para la cuantifi cación de polifenoles totales, compuesto s 

fitoquímicos parcialmente purificados, matabolitos excretados por bacterias y líneas 

celulares a sus medios de cult ivo y muestras biológicas de humanos, es por medi o de HPLC 

Estos autores mencionan también que se han cuantificado flavonoides, teotlavinas, 

catequinas y quercetinas en extractos de té y muestras biológicas (plasma y o rina de 

humanos), en comparación con otros métodos de cuantificación colorimétricos, las técni cas 

de HPLC presentan mayor sensibilidad. Escarpa el al (J 999) analizaron compuestos 

fenólicos de frutas por HPLC y sugieren como gradientes de elución mezclas de ác ido 

fosfórico-metanol , así como ácido fosfórico-acetonitrilo para una separación completa de los 

polifenoles de interés . Tseng el al. ( 1998) mencionan que de la fracci ó n so luble en acetato 

de etil o (HS-E) de H. sabdariffa aislaron por medi o de técnicas de cromatogratia en 

columna el compuesto fenólico simple ácido protocatecuíco 

Los resultados obtenidos en esta investigación indican que el ensayo de mi crosuspensió n es 

una herramienta útil para la detección de compuestos mutagénicos y antimutagénicos 

presentes en la dieta. Los compuestos fenólicos de los extractos HSEc y HSAE de fl o r de 

jamaica, así como el APC presentaron un potencial antimutagénico contra la mutageni c idad 

inducida por el 1-NP en la cepa YG 1024, independi entemente de las concen traci o nes 

evaluadas Mediante el ensayo de mi crosuspensión con dos períodos de incubac ió n, se 

sugiere que los posibles meca ni smos ele acción de los extractos y del APC podrí an se r 

exp li cados po r la combinació n de los efectos ex tracelulares (acomp lejarniento ) e 

intracelulares (quimioprotección y repara ción) Para el HSEc. el efecto mayoritari o fue a 

ni vel extrace lular, mientras que para HS AE y el APC el efecto de releva ncia fu e a ni ve l 

intracelu lar (q uimio protecció n) . 



VIII. CONCLUSIONES 

De la curva dosis-respuesta del 1-nitropireno ( 1-NP), las concentraciones de 4 y 8 ng/tubo 

fueron seleccio nadas para evaluar la antimutagencidad de los extractos de la fl or de jamaica 

(H. sahdariffa) , así como del ácido protocatecuíco (APC) incluido como control positivo de 

antimutagénesis. 

El contenido de compuestos fenólicos presentes en el extracto hidroalcohó lico (HSEc) y de 

la fracción soluble en acetato de eti lo (HSAE) fué de 420 . 98 ± 50.40 y 152.42 ± 29 1 O mg 

equi valentes de ácido protocatecuíco (APC) respectivamente por cada 20 g de flor seca de 

H sabdar(ffa . 

Los compuestos fenólicos presentes en el extracto hidroalcohólico (HSEc) , la fracció n 

sol uble en acetato de etil o (HSAE) de H. sahdanfjá (125 , 250 y 500 µg/tubo ) y el APC 

(25 , 50 125 µg/tubo) no presentaron toxicidad ni mutagenicidad en la cepa YG l 024 de 

S typhimurium a las concentraciones evaluadas. 

Los compuestos fe nó licos presentes en los extracto hidroalcohólico (HSEc), la fracc ió n 

solubl e en acetato de etil o (HSAE) de H. sabdanffa y el ác ido protocatecuíco (APC ) 

inhibieron parcialmente la mut agenicidad inducida por el 1-nitropireno ( 1-NP) en la cepa 

YG 1024, independientemente de las co ncentraciones evaluadas. 

Los resultados sug ieren que lo s posible::; mecani smos de acción de los compuestos fenó li cos 

presen tes en los extractos de H. sahdun ffo podrían ser ex pli cados por la combinació n de los 

efectos extracelulares (aco mplejamient n ) e int race lulares (q uimi oprotección y repa racio n) 

Para el HSEc, e l efecto mayo rit a ri o fue a ni vel extra celul ar (acomplejamiento) . 111i entra s qu e 

para HSAE y el APC el efecto de relevancia fu e a ni vel in tracelul ar (q uimi oproteccio n) 



IX. PERSPECTIVAS 

En el presente trabajo de investigación los compuestos fenólicos de extractos de la fl o r de 

jamaica (H. sabd.ariffa) presentaron un potencial antimutagénico contra la mutageni cidad 

inducida por el 1-nitropireno en la cepa de prueba YG 1024 de S typhim11rium, 

independientemente de las concentraciones evaluadas mediante el bioensayo de 

microsuspensión . Asimismo, con dos períodos de incubación, se sugiere que los posibles 

mecanismos de acción de estos compuestos podrían ser explicados por la combinació n de 

los efectos extracelulares (formación de un complejo que disminuye la biodisponibilidad del 

agente mutagénico) e intracelulares ( quimioprotección y reparación) . 

Para poder precisar el y/o los posibles mecanismos de acción por el que los fit oelementos 

de los extractos de la flor de jamaica ejercen la inhibición de la mutagenicidad se debe n 

considerar las siguiente propuestas: 

l . Purificación parcial de los compuestos fenólico s mayoritarios presentes en el extrac to 

crudo (HSEc) y la fracción soluble en acetato de etilo (HSAE) 

2. La elucidaci ón estructural de los compuestos fenólicos mayoritarios present es en el 

extracto crudo y cada una de las fracciones 

3 . Bi oensayos de m1 crosuspensión comparativos con cada una de las fraccio nes \ 

compuestos químicos purificados contra diferent es agentes mutagéni cos y cepas de 

prueba [dependient es e independientes de la ac tivació n metabó li ca (fracció n S9) ] De 

esta fo rma evalua r si la inhibició n de la mutageni cidad inducid a esta dada po r u1 1 

co nj unt o de la s acti vidades de los titoconstitu yen tes qu e podrí an ejerce r 111t eracuo n c~ 

ant agó ni cas y/o sinérg icas, es dec ir qu e los compu estos pudiesen int cracciom1r <l 

di fe rent es ni ve les y estar co nfundi endo los efe cto s 



Además de evaluar los compuestos qu1m1cos purificados in vitro como el bioensayo de 

microsuspensión, se debería evaluar en otros sistemas, por ejemplo su efecto en diversas 

líneas celulares y en cultivo de hepatocitos Finalmente desarrollar experimentos in vivo por 

ejemplo, en ratones y ratas así de esta forma tener suficiente evidencia de la actividad de los 

principios activos purificados e identificados sobre diversos sistemas biológicos 

Los resultados que pudieran desprenderse de estas investigaciones, contribuirían de alguna 

manera en el tratamiento de diversas enfermedades crónico degenerativas y asimismo, abrir 

nuevas oportunidades de estudio con respecto a los efectos biológicos de los compuestos 

fenólicos o principios activos presentes en las plantas que permitan aclarar mejor los 

procesos de mutagenicidad y su inhibición, así como el papel que desempeñan en su 

modulación . 
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