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RESUMEN

México cuenta con una gran diversidad bioldgica, y de manera particular el estado
de Hidalgo, posee una gran variedad de recursos naturales, dentro los cuales destacan
los hongos; y por ende, cuenta con un gran conocimiento etnomicolégico, debido a que
existen en el estado varias etnias, que los han usado tradicionalmente, jugando un papel
importante en su desarrollo social y cultural (Villasefior, 1998 y Ruiz et al., 1999).

El objetivo del presente trabajo fué evaluar los efectos toxicos y genotoéxicos, de
los extractos matandlicos de macromycetes, con base en estudios etnomicolégicos
relacionados con su toxicidad de los municipios de Mineral del Chico y Zacualtipan,
Hidalgo.

Para ello, se realizaron pruebas de toxicidad en ratas (Rattus norvegicus) y en
insectos (Drosophila melanogaster), asi como pruebas de genotoxicidad a través de la
Prueba de Mutacion y Recombinacion Somatica (SMART) en 0jo; con tratamientos
agudos (6 horas) en larvas heterocigas de locus white (w / w"),que se expusieron a una
concentracion de 5:1(agua:extracto metandlico); al igual que con un mutageno positivo o
de referencia (MMS) y un control negativo (sacarosa al 5%), evaluandose el efecto
genotoxicos en moscas adultas, registrandose el niamero y tipo de clones celulares

inducidos en ojos.

Los resultados obtenidos permiten demostrar un efecto no toxico a la
concentracion probada en ratas, mientras que en Drosophila existié un efecto toxico para
ambas especies de hongos; en cuanto a la genotoxicidad, se detectdé un resultado
positivo para Boletus satanoides con un efecto directo e indirecto, mientras que Tylopilus

felleus sélo resultd positivo como agente mutagénico indirecto.



INTRODUCCION

Los recursos naturales han tenido un papel muy importante en la vida del
hombre, sin embargo; uno de los recursos de mayor importancia han sido sin duda,
los hongos; debido a que las diversas etnias o culturas indigenas, los han utilizado
tradicionalmente como recurso alimenticio, con fines medicinales, ornamentales,
cosmeticos, ceremoniales, asi como insecticidas y combustible (Ruiz et al., 1999).

En la actualidad se conoce que los hongos presentan tanto efectos benéficos
como deletéreos, e incluso efectos letales. Todo esto se debe a las toxinas que
presentan que pueden producir micetismos (intoxicacion o envenenamiento causado
por las toxinas de macromicetos) y que estan enfocados a medir los efectos
fisioldgicos que presentan los individuos que consumen este tipo de hongos (Pérez-
Silva y Herrera, 1991).

A pesar de conocer sus efectos benéficos, poco se sabe acerca de la toxicidad
de los hongos y menos del efecto genotoxico de algunas especies. Se han realizado
diversos estudios toxicoldgicos, principalmente de hongos considerados como
peligrosos, asi como también estudios antimutagénicos de ciertas especies muy
conocidas, pero son pocos los estudios acerca del efecto mutagénico que presentan.

El presente trabajo, demuestra el efecto mutagénico que presentan algunas
especies de hongos que se encuentran en algunas regiones del estado de Hidalgo,

con el fin de contribuir y ampliar la limitada informacion relacionada con este tema.



1. ANTECEDENTES

1.1 Etnobiologia y etnomicologia

México cuenta con una gran diversidad biologica; en la mayoria de sus
estados y de manera particular el estado de Hidalgo, es importante por su
riqgueza en recursos naturales y cultura (Grupos nahuas, otomi y Tepehua que
habitan la regién), en donde, la riqgueza biolégica (variedad de ecosistemas y
genética) representan una gran importancia en el desarrollo socioeconémico del
estado (Gaytan et al., 2004).

La gran riqueza biologica que presenta el estado de Hidalgo, esta
asociada a la amplia gama de factores climéticos y geograficos, que van desde
el calido humedo hasta el seco, en donde las comunidades vegetales se
adecuan a estas condiciones cambiantes; encontrando en el estado matorrales
desérticos, matorrales submontanos, selva mediana subperenifolia, bosques
caducifolios y de pino-encino, selvas altas perennifolias y a mayor altitud los
bosques de niebla (Romero, 1996) y por lo tanto la fauna y en especial los
hongos también presentan una gran diversidad.

Se ha demostrado en términos generales, que los sitios donde habitan los
grupos indigenas estan altamente relacionados con las regiones que albergan
una gran biodiversidad, y dentro de ésta, se encuentra el reino de los hongos; el
cual cuenta con una riqgueza de aproximadamente 110 mil especies de hongos
identificados hasta la fecha de importancia ecoldgica, econémica y social

(Villasefior, 1998). Dentro de las cuales se encuentran especies comestibles,



toxicas, alucindgenas, medicinales, de ornato e inclusos especies consideradas
como mortales.

El estado de Hidalgo también se caracteriza por tener una amplia tradicion
micéfaga (consumidora de hongos); ocupa el tercer lugar a nivel nacional en
cuanto a numero de especies que se consumen con aproximadamente 126 de

ellas (Romero, 1996).

Actualmente el conocimiento de los hongos sobre sus propiedades
alimenticias, ornamentales y medicinales es muy extenso, y esto se debe a su uso
ancestral; ya que diversas etnias que estén en contacto con ellos, los han utilizado
como medio fundamental para su existencia, de igual manera su uso esta muy
vinculado a su tradicion cultural y ritual, por sus cualidades alucindgenas o

entedgenas (estar mas cerca de Dios) (Moreno-Fuentes et al., 2001).

De las ricas tradiciones se deriva que el uso de los hongos sea muy extenso;
ya que no solo constituyen un recurso alimenticio, sino que también son utilizados
con diversos fines. Histéricamente los hongos le han otorgado al hombre muchos
beneficios, que han evolucionado junto con el avance tecnolégico del hombre; como
la produccion de antibiéticos, controladores bioldgicos de plagas, coadyuvantes en la
produccion agricola, fermentadores de bebidas y como ingredientes principales en la
industria alimenticia y farmacéutica (Ruiz et al., 1999). Sin embargo algunos hongos,
tienen efectos perjudiciales, como la destrucciébn de materiales, contaminacion de
cultivos y alimentos, parasitando plantas, animales y el hombre mismo, asi como

produccion de toxinas e intoxicaciones que pueden causar la muerte, por lo que su



conocimiento también implica un area importante de investigacibn para su

regularizacién (Villasefior, 1998).

Esta comprension se puede englobar en la etnobiologia, que es una disciplina
hibrida del conocimiento, en la cual se encuentran diversas ramas que también
incluyen el saber propio de cada persona, como la etnozoologia, la etnobotanica y la
etnomicologia (Moreno-Fuentes et al., 2001). El significado de etnomicologia, ha sido
de mucho debate entre numerosos autores que han intentado dar una definicion, por
lo tanto se pueden encontrar diversas definiciones; una de ellas y que es el concepto
original de la etnomicologia, fue propuesto por Wasson en 1993; donde menciona
que es “el estudio del papel desempefiado por los hongos magicos en la historia de
las sociedades primitivas”, sin embargo, este es uno de los conceptos mas sencillos,
detras de este se han desarrollado varios mas, como el que propusieron Estrada—
Torres,1989 en Moreno-Fuentes et al., 2001, en donde dice que la etnomicologia es
“un area de la etnologia interesada en el estudio de las interrelaciones del hombre
con los hongos que se desarrollan en su entorno, haciendo referencia a la influencia
que estos organismos han tenido en las expresiones culturales del hombre, a través
del tiempo y en diferentes regiones geogréaficas”. Por Ultimo un concepto mas y muy
parecido al anterior, es el que dice que la etnomicologia es “un area de la etnobilogia
gue se encarga de estudiar el saber tradicional y las manifestaciones e implicaciones
culturales y/o ambientales que se derivan de las relaciones establecidas entre los

hongos y el hombre a través del tiempo y del espacio” (Moreno-Fuentes et al., 2001).



La etnobiologia y en especial la ethnomicologia tiene profundas raices, debido
a las ricas tradiciones que hay desde hace mas de 500 afios (Moreno-Fuentes et al.,

2001).

1.2 Los macromycetes

Los hongos son organismos eucarioticos, heterétrofos, usualmente
filamentosos y multicelulares; su nucleo es pequefio aunque se puede observar con
facilidad y se nutren por absorcion. Sus estructuras sométicas filamentosas
denominadas hifas, estan rodeadas por una pared celular formada en muchos casos
por celulosa o quitina, al conjunto de éstas se le denomina micelio, a través del cual
se da el crecimiento apical. Las estructuras reproductivas presentan una variedad de
formas y son facilmente distinguibles de las estructuras somaticas (Alexopoulos et

al., 1996).

Los hongos se reproducen tanto sexual como asexualmente, pero en
cualquiera de los dos casos forman esporas como producto final. Las esporas
difieren en tamafio y forma, pero se diferencian de las semillas de las plantas porque

no contienen un embrién preformado (Deacon, 1988).

El reino de los hongos es extraordinariamente diverso, el cual podemos dividir
en dos grandes grupos; micromicetos y los macromicetos. Los primeros son
microscopicos unicelulares, suelen medir menos de 1 mm. Estos se reproducen en
una fase asexual de su ciclo de vida denominada imperfecta, donde son liberados los
conidios o esporas asexuales desde zonas especializadas del micelio. Las levaduras,

royas y tizones pertenecen a este grupo (Diaz—Barriga, 1995).



Los macromycetes son hongos macroscopicos pluricelulares, son los cuerpos
fructiferos del micelio, es decir la parte que aparece sobre la tierra entre la hojarasca,
madera, estiércol o insectos y que la gente conoce como hongos. Contiene la unidad
reproductiva que son las esporas y por debajo de la tierra esta la parte vegetativa
qgue es el micelio, que es en forma de una capa filamentosa de color blanco y la que

se encarga de extraer los nutrientes del sustrato (Diaz—Barriga, 1995).

De manera particular, dentro de los macromycetes, podemos encontrar a la
familia Boletaceae, que pertenecen al orden de los Boletales, Subclase
Agaricomycetidae, Clase Basidiomycetes, Phylum Basidiomycota y en el reino Fungi

(Hawksworth, 2001).

La clase Basidiomycetes, son un grupo de hongos donde las esporas se
forman sobre una célula especializada denominada basidio, que es de forma
clavada, en su parte terminal se encuentran estructuras en forma de pequefios
cuernos denominados esterigmas es ahi, donde se producen las esporas, que
pueden ser de 2 a 4 y son fuertemente dispersadas. La mayoria de éstos hongos,
producen un micelio septado bien desarrollado, el cual puede ser simple o doliporo,
dependiendo del orden taxonémico al que pertenezcan, presentan una infinidad de
formas, colores, ornamentaciones y el aspecto tipico de un hongo de este grupo es
aquel que presenta un sombrero con laminas y un pie definido, aunque también se
encuentran hongos que presentan poros, dientes, tubos o venas en el himenio

(Alexopoulos et al., 1996).



Los Basidiomycetes tienen una amplia distribucién e incluyen a las setas,

tecomates, agritos, a los pedos de burro, entre muchos otros (Diaz—Barriga, 1995)

(Fig. 1).

g

Figura 1. Morfologia de algunos Basidiomycetes

(Houdou, 2001)



Dentro de la clase de los Basidiomycetes se encuentra la familia Boletaceae,
gue puede distinguirse facilmente de otras familias dentro de los Agaricales por
ciertas caracteristicas microscopicas y macroscopicas como son; el color de las
esporas, el arreglo de los poros, la naturaleza de la cuticula del estrato externo del

pileo y el color de varias porciones del basidiocarpo (Snell y Dick, 1970).

A primera vista el basidiocarpo de la familia Boletaceae puede parecerse al de
los tipicos hongos, pero una diferencia significativa es el cojinete de la parte de abajo
del pileo. Generalmente, este grupo de hongos son de conformacion robusta, poseen
tubos arraigados verticalmente al interior del himenio, los cuales pueden ser
separados con facilidad de la parte interior del pileo, que desemboca en poros
visibles, de forma, tamafio y color caracteristicos segun la especie y que se
encuentran debajo de la superficie y se hallan abiertos. El basidio y varios elementos
estériles comprenden la linea del himenio dentro de cada tubo (Alexopoulos et al.,

1996).

El estipite es otra de las caracteristicas importantes, éste es cilindrico o sub-
cilindrico, atenuado o denso hacia la base, ventricoso o bulboso, liso o glabroso;

puede presentar un hueco en etapa adulta (Snell y Dick, 1970).

Otras de las caracteristicas que presentan los Boletaceos es que la superficie
del pileo es viscosa o seca, puede ser también escamosa, tomentosa, fibrosa,
granulosa o glabrosa. Tienen un himendéforo tubulado, decurrente o adnado
alrededor del estipite o libre; la parte mas facilmente separable es blanca o con
varios tonos de amarillos 0 en ocasiones rojizos o en muchos casos verdosos u

olivhceos o marrones (Snell y Dick, 1970).



Los poros son muy pequefios y cerrados en los organismos jovenes, pero muy
anchos y abiertos en la etapa adulta. Pueden observarse de color gris, rojo,
amarillos, marrén o algunas veces rosas. El color de las esporas es olivaceo,
cimarrén, ocraceo o vinaceo, rosa o verde limén, al microscopio usualmente no
tienen un color fuerte, son frecuentemente palo de rosa, melén, marrén, amarillentas

o hialinas (Snell y Dick, 1970).

Otra particularidad, es el cambio de coloracidon en diversas partes del
basidioma, que puede ser azul, verde, rosa o rojizo, dicha coloracion se da cuando el
himenio, contexto u otra parte del basidioma es manipulado y expuesto al ambiente,
en ocasiones este cambio de color es muy drastico, aunque en algunas especies no
sucede; siendo importante en la identificacion de muchos boletaceos. Dentro de esta
familia, las especies venenosas son reconocidas facilmente debido que al dafarse
pueden presentar tres opciones de coloracion, ya sea azul, poros rojos o ambos (Fig.
2). La mayoria de los pigmentos encontrados en esta familia provienen del &cido
pulvinico los cuales pueden ser caracteristicos para su identificacion taxondémica

(Alexopoulos et al., 1996 y Garcia-Jiménez et al., 1998).

Los hongos que componen esta familia son conocidos cominmente entre las
diversas poblaciones con diferentes nombres y su importancia comestible es muy
grande, por lo que es muy facil encontrarlos en mayor cantidad con las “hongueras”.

(Rodriguez et al., 2003).
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Figura 2. Morfologia de los Boletaceos (Houdou, 2001).

Muchas especies de los boletaceos son comestibles, algunos otros son
amargos y algunas de las especies pueden ser toxicas 0 venenosas como; Boletus
satanoides y Tylopilus felleus, que son las especies que se estudiaron en este

trabajo.

Boletus satanoides Smotl. 1920 (Singer, 1966), se le conoce también como B.
splendidus ssp. Splendidus, su nombre comun es “hongo bayo”; en la region de
Mineral del Chico, Hgo. Presenta un pileo de 70 a 130 mm de diametro, convexo,
superficie seca, lisa, ligeramente agrietada al centro, de color blanquecino a café
grisaceo o café oliva, con el margen ligeramente apendiculado. ElI himenéforo

adherido o subdepreso; tubos de 10 a 15 mm de largo, amarillos, se manchan

11



ligeramente de azul al exponerse al ambiente, poros de 0.3 a 0.7 mm de diametro,
redondos, de color rojo sangre a naranja rojizo, se manchan de azul al tocarse. Su
estipite es de 55 a 100 X 40 a 55 mm, cilindrico a bulboso, de color amarillo palido o
amarillo anaranjado a blanquecino, de color rojo vinaceo a rojo carmin en el tercio
inferior y en partes del apice, superficie con un reticulo de color rojo carmin en toda
su extension. Su contexto es de 10 a 25 mm de grosor, amarillo palido, blanquecino
o ligeramente grisaceo; se mancha ligeramente de azul al exponerse, olor fungoide,
sabor dulce a ligeramente aciduloso y el micelio es blanquecino (Garcia, 1999) (Fig.

1),

Crece solitario o subgregario en el mantillo de bosques de Quercus, mixtos de
Quercus—Pinus o bosque mesofilo de montafia, asociandose con especies de
Quercus; fructifica en julio y agosto. En México se distribuye en algunos estados del
centro, como Querétaro, Michoacan, Puebla e Hidalgo. En 1990, se registro por

primera vez para estos estados, principalmente para Hidalgo (Garcia, 1999) (Fig. 3).

Esta especie puede ser confundida con B. satanas, del cual se distingue por
presentar esporas mas pequefias y por la forma del estipite el cual en B. satanoides
es cilindrico a bulboso, mientras que en B. satanas es marcadamente ventricoso. Se

encuentra registrado como un hongo venenoso Diaz—Barriga, 1995 y Garcia, 1999).
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Figura 3. Boletus satanoides (Kuo, 2001)

Tylopilus felleus, Bulliard 1791 (P. Karst, 1881), se le conoce también como
Boletus felleus y su nombre comun es “Boleto amargo u hongo loco”, en la regién del
municipio de Zacualtipan, Hgo; donde se recolecto en Bosque de Fagus grandifolia
var. Mexicana. Presenta un pileo de 8 a 25 cm. de diametro, algunas veces hasta 40
cms. La superficie es suave y seca, pero muy pegajosa cuando se colecta en la
lluvia, variable en el color, usualmente tiene matices de tostado a marrén, a menudo
rosaceo o rojizo-violeta cuando es joven, se tifie de rojizo o marrén oscuro cuando es
adulto. El contexto es firme, después es blando y flexible, de color blanco y se tifie de
rosa cuando se expone o se dafa. El himendforo esta adherido o casi libre y
presionado, primero de color blanco y en la madurez color rosa por el efecto de las
esporas, al tacto pasan a color ferruginoso. Los tubos en su mayor parte simples 'y a
veces compuestos, poros angulares de tamafio medio. El estipite es subequal

engrosado en la base, usualmente reticuloso en la parte de arriba y algunas veces
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enteramente en la base; palido o marron claro, ocasionalmente con tonalidades
olivaceas, blanco y en algunos lugares rosado, de 5 a 12 cm de largo X 15 a 25 mm
de grosor, pero a veces de 6 a 7 cm en la base. No tiene olor o no es perceptible,

sabor indudablemente amargo especialmente cuando es joven y cambia con la edad;

Crece solitario o gregario en mezclas de roble o abeto, pero también en mezclas
de piceaseas, abeto de balsamo, abedul y alamos (Snell y Dick, 1970) y asociado a
los bosques de Fagus grandifolia var. Mexicana, Alnus jorullensis, Pinus patula,
Quercus sp., Pinus-Quercus; fructifica en los meses de mayo a noviembre. En el

2007, se registro por primera vez en el estado de Hidalgo (Rodriguez, 2007).

No es comestible por su sabor muy amargo, pero tampoco es tdxico o
venenoso, se necesita una cantidad muy grande para que surta algun efecto téxico

(Luciano, 1985) (Fig. 4).

Esta especie es muy similar y se puede confundir con el boletaceo del
complejo “edulis”, pero se pueden distinguir porque T. felleus presenta en la mayoria
de su estipite una gran red de tubos y en “Edules” la extension de esta red es
variable y a veces solo se puede observar en la mitad superior del estipite y otra de
las diferencias es que en el primero el color de la zona cortical del estipite es de color
crema—castafio o también olivacea y en el segundo es de color avellano—ocre, y varia
segun el caso, pero por lo regular es mucho mas claro que en T. felleus (Luciano,

1985).
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Figura 4. Tylopilus felleus (Rodriguez, 2007).

Aparte de estas dos especies existen numerosos hongos de esta familia que
presentan un efecto toxico o venenoso, aunque la linea entre los hongos venenosos

y comestibles es muy confusa y poco conocida (Moore — Landecker, 1996).

1.3 Micetismos

La mayoria de los hongos dafinos producen algunos sintomas o efectos
nocivos los cuales se agrupan en diversos sindromes conocidos como micetismos

(Moore — Landecker, 1996).
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Los micetismos son la “intoxicacion o envenenamiento causado por la

ingestion de macromicetos” que contengan o produzcan sustancias que no pueden

ser descompuestas por los procesos digestivos y metabdlicos del hombre, que al ser

absorbidas, provocan reacciones téxicas, que causan desde un cuadro diarreico sin

complicaciones hasta la muerte por destruccion hepética y/o renal” (Ruiz et al., 1999)

(Cuadro I). Los micetismos que se pueden presentar son de 6 tipos principalmente.

Cuadro |. Principales micetismos producidos por

(modificado de Ruiz et al., 1999).

macromycetes

MCETISMO CARACTERISTICAS
Fase coleriforme: Womitos, colicos, diarrea, wertigos,
corssulsiones, entre otros.
FLOIDIANO O Fase hepatomrenal: Hepatomegalea, ictericia v puede
FALOIDIANO haber muerte; entre otros sintomas.

Fase neuroldgica Trastornos de la conciencia, coma
EUfora, paralisis, etc.

PARAFALOIDIANO

Algunos sintomas; seguedad de mucosas, nefrits,
somnolencia, convulsiones, entre otros.

Sindrome sudariano: womitos, colicos abdominales,
diarrea abundante, etc.

MUSCARINICO
Sindrome panterniano: MNauseas, vamitos, calicos,
diarreas, confusion mental, estado de coma, entre ofros.
GASTROINTESTINAL |Mauseas, vomitos, diarreas, dolor abdominal intenso.

INCONSTANTE ©

Sindrome giromitriano: ansiedad, vamitos, diamea
sanguinolenta, debilidad, suefo profundo, insuficiencia
renal, trastornos respiratonos y coma.

CONDICIONADO
Sindrome copriniano: Taquicardia, armitmias, congestion,
disnea, mareos, nauseas, vamitos, colapso, ete.
CEREBRAL Cefalea, mialgias, alucinaciones, depresion y angusta,

entre otros.
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La mayoria de los micetismos se producen de manera accidental, excepto el
micetismo cerebral, el cual es provocado voluntariamente al ingerir hongos
alucinégenos conciente y adictivamente; también, se presenta por un solo consumo

accidental del hongo (Ruiz et al., 1999).

Generalmente los hongos toxicos de esta familia causan un micetismo
conocido como Sindrome gastrointestinal, el cual actia después de periodos
cortos de 15 minutos a 2 6 4 horas después de la ingestion. Los sintomas son
nauseas, vomito, diarrea y dolores abdominales, los cuales pueden ser célicos, asi
también entumecimiento del intestino. En casos serios, pueden presentarse
calambres en los musculos y desordenes circulatorios. Después de uno o dos dias
los sintomas normalmente desaparecen sin algun otro efecto. Todo esto depende de
algunos factores como la susceptibilidad biolégica, el estado metabdlico, sexo, edad

de los individuos, entre otras (Bresinsky y Besl, 1990).

Por otro lado, también se presentan falsas intoxicaciones y envenenamientos
producidas por los hongos, las cuales también pueden terminar en la muerte del
individuo; estas falsas intoxicaciones se deben al consumo excesivo de cuerpos
fructiferos, por predisposicion de la persona de que el hongo es venenoso o toxico, el
consumo de algunos hongos en descomposicién, en algunas ocasiones el consumo
del basidioma crudo, por alergia, por la misma intolerancia de la gente, la

combinacion de cuerpos fructiferos y alcohol, etc. (Bresinsky y Besl, 1990).

El nivel de toxicidad o la inocuidad de algunas especies de hongos depende
de su procedencia geografica y ecolbgica y del procedimiento que se siga en su

confeccion culinaria, pues hay diferencias entre las diversas variedades y formas
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geograficas y ecoldgicas, hay algunas especies que sélo son toxicas cuando se
ingieren crudas como sucede con Amanita muscaria, que pierden en gran parte su
toxicidad y hasta pueden ser ingeridas, sin peligro cuando se les elimina tanto la
cuticula del pileo donde estan concentradas las toxinas, como el agua donde fueron
hervidas dichas hongos, debido a que las toxinas son solubles en agua (Pérez- Silva

y Herrera, 1991).

La produccidon de micotoxinas son las que producen estos efectos adversos,
sin embargo; las toxinas que producen la mayoria de los hongos venenosos son
poco conocidas o identificadas; solo se conocen las de algunos hongos y en menor
cantidad los efectos deletéreos de estas y lo que pueden originar (Moore—Landecker,
1996). Solo se conocen los efectos nocivos de los hongos alucindégenos o de los
hongos de los que ya se tiene una mayor comprension de los desordenes que
causan. Dentro de los géneros con los que se cuenta informacion acerca de
intoxicaciones mortales, se encuentran: Amanita, Galerita, Lepiota, Conocybe y
Cortinarius. Estos géneros contienen un tipo especifico de toxinas que los podemos
encontrar en diferentes grupos quimicos. El tipo predominante corresponde a los
ciclopéptidos azufrados, aunque también hay aminocolinas, disulfiros orgénicos y
derivados alcaloides. Todas las toxinas son termoestables y su toxicidad se debe
probablemente a los compuestos liberados por la hidrélisis de los glucésidos (Ruiz et

al., 1999).

Entre las sustancias quimicas mas conocidas y encontradas en Boletaceos
toxicos, se encuentran derivados del acido pulvinico, derivados del

diarilciclopentanos, grevilinas y bobiquinonas (Hoiland, 1987).
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La mayoria de los hongos no contienen una sola toxina, pueden tener muchas
mas toxinas activas que causan estos sindromes, aunque varios de los hongos

perjudiciales tienen micotoxinas especificas (Moore—Landecker, 1996).

Las micotoxinas son agentes naturales que causan un dafio al consumirse en
bajas cantidades y en mayor magnitud cuando se consumen en grandes cantidades;
los efectos tdxicos que causan varian mucho, van desde un simple vomito en
animales de granja hasta un cancer en humanos. En mas de 100 especies de
hongos Boletaceos es conocida la respuesta toxica que causan en condiciones
naturales, mientras que en condiciones de laboratorio son pocas las micotoxinas

conocidas asi como sus efectos (Moore—Landecker, 1996).

La micotoxinas se identifican por medio de pruebas quimicas, pero los efectos
nocivos que causan sobre los organismos, so6lo se pueden conocer con la ayuda de

estudios toxicoldgicos, a través de bioindicadores, bioensayos y biomarcadores.

1.4 Toxicologia genética

La toxicologia es la rama que se encarga de estudiar las sustancias quimicas
y los fendbmenos fisicos en cuanto a su capacidad de producir alteraciones
patolégicas en los seres vivos, al mismo tiempo estudia los mecanismos de accion y
los medios para contrarrestarlas, asi como los procedimientos para detectar,
identificar y determinar tales agentes y valorar su grado de toxicidad (Vettorazzi,
1992), en otras palabras, estudia los efectos nocivos producidos por agentes
quimicos o xenobi6ticos (no son constituyentes propios del organismo, como las

micotoxinas), sobre los organismos vivos; establece el uso adecuado y evallua los
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riesgos, estableciendo la magnitud del dafio en funcién de la exposicion a estos

agentes toxicos ( Vega, 1985a y Fernicola, 1992a).

La toxicologia es una ciencia, que recurre a los resultados y metodologia de
muchas ciencias béasicas, como la fisiologia, farmacologia, el estudio del
metabolismo, la genética, quimica, etiologia, embriologia y estadistica, entre otras
(Vogel, 1985). Se divide en diversas areas del conocimiento de acuerdo al uso que el
hombre haga del agente xenobidtico para cumplir con algunas necesidades
relacionadas con la vida. Dentro de estas areas se considera a la Toxicologia de
alimentos, ambiental, de medicamentos, ocupacional y/o social. También se divide
en subespecialidades de acuerdo con las ciencias con las que se conjuguen como la

toxicologia genética y la ecotoxicologia (Fernicola, 1992a).

La toxicologia genética es una subespecialidad de la toxicologia, que identifica
y analiza la acciébn de los agentes de toxicidad directa hacia los componentes
hereditarios de los sistemas vivos. Su principal objetivo es detectar y entender las
propiedades de los agentes mutagénicos o genotoxicos, los cuales son especificos

para acidos nucleicos, en particular para el DNA (Vogel, 1985).

Esta area del conocimiento tiene un doble papel, la de implementar pruebas y
métodos para evaluar el potencial de riesgo y definir el impacto ambiental de los
agentes genotoxicos, la segunda funcion es identificar las relaciones existentes entre

la genotoxicidad y la iniciacion de los procesos cancerosos (Vogel, 1985).

Los agentes mutagénicos (genotoxicos) pueden afectar o interactuar
directamente con el DNA. Si el mutdgeno actia al momento del contacto con el

organismo, se le conoce como agente genotoxico directo, debido a que son utilizados
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como macromoléculas y no necesitan ser activados por enzimas; por otro lado, a los
mutagenos que actlan poco tiempo después de tener contacto con el organismo se
les conoce como agentes indirectos, debido a que su estructura puede ser
modificada por enzimas en el metabolismo que juega un papel muy importante,

(Vogel, 1985).

Los agentes xenobioticos son clasificados de diferentes formas dependiendo

el interés y necesidades de quien realiza la clasificacion (Fernicola, 1992a).

Una de las clasificaciones de los agentes toxicos es con base en la forma de

accion y pueden ser:

1. Mutdgenos, que actian de manera directa, si son reactivos por si
mismos, es decir, que no necesitan ser activados mediante el metabolismo
del organismo expuesto, y reaccionan con macromoléculas (proteinas y el

DNA).

2. Promutagenos; que actuan de manera indirecta, es decir, que al no ser
genotoxicos por si mismos, requieren ser activados por las enzimas

presentes en los organismos (Mufioz, 1998).

También, se pueden ubicar en tres grupos, dependiendo del estado de
desarrollo en el que actien y lo que causen:

1. Mutagénicos: estos agentes tienen la capacidad de causar cambios en

el material genético en el nucleo de las células, de manera que pueden ser

transmitidos durante la division celular. Si las células somaticas embrionarias

son afectadas y no las células germinales, el individuo presenta Unicamente
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los efectos. Este es el caso mas comun, y la mayoria de los defectos

congénitos no son hereditarios.

2. Carcinogénicos: estos compuestos tienen la capacidad de inducir la

produccion de tumores, tanto en exposicidbn aguda como cronica.

3. Teratogénicos: Si la sustancia causa defectos en el desarrollo del feto,

después de la concepcion hasta su nacimiento. Este efecto se puede

manifestar en mayor proporcion, cuando la exposicion se lleva a cabo dentro

del primer trimestre de desarrollo embrionario en el hombre, durante el periodo

de organogeénesis (Fernicola, 1992b).

Los agentes quimicos pueden ser simultdneamente carcinogénicos,
mutagénicos y teratogénicos, la gran mayoria de los agentes mutagénicos son

carcinogenos y/o teratogénos. (Fernicola, 1992b).

1.5 Bioindicadores, bioensayos y biomarcadores

Para realizar los andlisis ya sean toxicolégicos o0 genotoxicos, asi como
estudiar todo tipo de agentes quimicos al mismo tiempo que su efecto, se utilizan
organismos llamados indicadores bioldgicos o bioindicadores, también conocidos
como sistemas de prueba (Butterworth, 1995) y de manera mas frecuente para
diversos estudios de toxicidad se utilizan organismos en condiciones controladas,

denominados bioensayos.

Los bioindicadores son organismos que estan expuestos en el ambiente de

manera natural y los bioensayos, son organismos que en condiciones controladas en
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el laboratorio (in vivo o in vitro), permiten correlacionar el efecto de los agentes
fisicos y/o quimicos a nivel bioldgico.

Asi como se utilizan bioensayos y bioindicadores, también se utilizan
biomarcadores que son estructuras o parte de un organismo para detectar la
presencia o ausencia del dafio; asi como la magnitud de éste, por medio de cambios
en su expresion, ya sean bioquimicos, morfologicos o fisiolégicos, que se pueden
asociar a la exposicion de un toxico o un estrés ambiental (Fernicola, 1992a).

Estos bioensayos, bioindicadores o biomarcadores se usan generalmente para
sustituir la evaluacion toxicoldgica en humanos y en especial, los biomarcadores se
utilizan para detectar la presencia de una exposicion, determinar las consecuencias
biolégicas de la exposicion, manifestar los estados iniciales e intermedios de un
proceso patoldgico, identificar a los individuos sensibles de una poblacion y
fundamentar la decision de intervenir, tanto a nivel individual como ambiental
(Butterworth, 1995). Los organismos que se emplean principalmente, son especies
gue se cree tienen una respuesta toxica similar a la de los humanos. Los mamiferos
son los organismos utilizados mas comunmente, en especial los roedores, aunque en
esta época el uso de otros bioensayos es muy utlizado, ya sean desde los
organismos mas simples como las bacterias y los virus hasta los mas complejos
como las plantas, insectos, entre otros (Brusick, 1987).

Los bioindicadores, bioensayos y biomarcadores deben ser econdmicos,
medibles, de facil interpretacion y manipulacion, que puedan evaluar mezclas o mas
de un ambiente (acuatico, terrestre y aéreo) (Butterworth, 1995), que den resultados

en poco tiempo y se puedan traslapar a otros organismos especialmente al humano y
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sobre todo que sea muy eficiente trabajar con él, que tenga sensibilidad y
reproducibilidad, entre muchas otras caracteristicas (de la Lanza, 2003).

Dentro de la evaluacién de los agentes téxicos en los sistemas bioldgicos,
también es importante valorar otros parametros como la movilidad del mutageno
dentro del organismo (toxicocinética); asi como lo que hace, sus mecanismos de
accion y sus efectos (toxicodinamica), entre otros (Fernicola, 1992a).

A pesar de existir una gran variedad de bioindicadores, bioensayos y
biomarcadores, los que presentan una gran importancia son los biomarcadores
genéticos, debido a que se pueden observar mutaciones genéticas o aberraciones
cromosomicas, enfermedades hereditarias, en ocasiones la pérdida de la capacidad
reproductiva y la induccién de cancer, es decir, nos indican los cambios o

alteraciones que produce un agente quimico al DNA (Fernicola, 1992a).

1.6 Drosophila melanogaster como bioensayo

Dentro de los organismos antes mencionados, Drosophila melanogaster
Meigen, 1830, es un buen bioensayo, para los estudios de toxicidad y principalmente
los de genotoxicidad, debido a que estos insectos presentan un ciclo de vida corto de
10 a 14 dias (Fig. 5), son faciles de cultivar en el laboratorio, ademas de presentar
s6lo cuatro pares de cromosomas perfectamente mapeados. Al mismo tiempo en
este organismo se pueden evaluar mutagenos y promutagenos que se pueden
identificar en el hombre, debido a que cuenta con una fraccion cromosoémica similar a
la fraccion S-9 del higado de mamiferos, con enzimas que estan involucradas en la
degradacion o activacion in vivo de sustancias mutagénicas o carcinogénicas, lo que

permite evaluar compuestos tanto de accién directa o indirecta (Gaytan, 1993).
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Otras ventajas de trabajar con este organismo son: que es econdémico, versatil
y eficiente, ampliamente conocido genéticamente (Gaytan, 1993); con descendencia
numerosa, con cromosomas muy grandes, con dimorfismo sexual (Fig. 6); y se
pueden realizar estudios en células somaticas y células germinales facilitando los
estudios citogenéticos (Mufioz, 1994).

Drosophila melanogaster, es un bioensayo muy versatil que permite detectar
la induccion de mutaciones letales recesivas ligadas al sexo, mutaciones letales
dominantes y mutacion y recombinacion somatica, asi como traslocaciones,
delecciones, duplicaciones y no disyuncion (Mufioz, 1998), efectos teratogénicos,

conductuales y reproductivos.

Estadios larvarios

-

- ;
=

Figura 5. Ciclo de vida de Drosophila melanogaster (Modificado de
http://biology.kenyon.edu/courses/biol114/Chapl12/Chapter_12b2.html)
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Figura 6. Macho y hembra de Drosophila melanogaster.
(Ramos et al., 1993)
1.7 Prueba de Mutacion y Recombinacién Soméatica (SMART)

Una de las pruebas mas utilizada actualmente con Drosophila melanogaster
es la “Prueba de Mutacién y Recombinacién Somatica (SMART)”, la cual permite
evaluar actividad mutagénica y recombinogénica en células somaticas (Gaytan,
1993).

La prueba de SMART es muy sensible, debido a que detecta compuestos de
estructura quimica muy variada que pueden inducir mutacién y recombinacion a nivel
somatico, esta prueba presenta la ventaja de que es econdmica, rapida y se basa en
utilizar células de los discos imagales, que son células indiferenciadas
(totipotenciales), las cuales se encuentran determinadas genéticamente y dan lugar a
estructuras del adulto como son: ojo, ala, labrum, genitales, etc. (Gaytan, 1993 y
Ramos et al., 1993) (Fig. 7).

En la prueba de SMART, los resultados se obtienen en una sola generacién
de moscas con un genotipo tal que, si en las etapas larvarias, algun agente llega a
interaccionar con las células de los discos imagales, puede ocurrir una alteracion que

modifique su informacion y dara un clon celular que se observa como una mancha
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distinguible en el adulto, cuando se utilizan los marcadores apropiados (Mufoz,

1994).

Figura 7. Discos imagales en Drosophila melanogaster
(Klug y Cummings, 1999).

Existen dos versiones de la prueba SMART, una de ellas utiliza las células de
los discos imagales de las alas de la mosca e implica dos marcadores somaticos o
fenotipicos: fIr* (flare, pelos en forma de flama) con un cromosoma balanceador TM3,
Ser (Serrata); y mwh (mdltiple wing hair), pelos multiples por célula. Los resultados
se observan como manchas gemelas (flr y mwh), y manchas chicas (mwh) o grandes
(flr), las cuales se les conoce como manchas simples; en las primeras soélo se
detecta el evento genético de recombinacion mitética entre un marcador y el

centromero, y en las segundas se reflejan diversas alteraciones genéticas como son:
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delecion, recombinacion entre dos marcadores, mutacion puntual, pérdida

cromosomica y no disyuncion (Graf et al., 1994 y Ordaz, 1998). (Fig. 8).

MMancha gemela

MMancha mwh Mancha flr

Figura 8. Manchas en ala (Gaytan, 1993)

En la segunda version de la prueba de SMART, se utilizan los discos imagales
de los ojos a diferencia de la anterior, ésta sélo utiliza un marcador fenotipico ligado
al X, en este caso white (w = white), ojos color blanco puro y su forma alternativa de
color rojo, que es alguna linea silvestre (W' = 0jo rojo). Los resultados se observan
como manchas chicas y grandes, para asi, conocer la frecuencia de induccion de los
clones en relacion con el numero real de células expuestas y el tamafio de las
manchas. A diferencia de la anterior, esta version refleja principalmente
recombinacién mitética entre un marcador y el centrémero, y cualquier mutacion.

Esta version es menos especifica (Vogel, 1985) (Fig. 9).

Mancha chica Man%gran_de

Figura 9. Manchas en ojos
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1.8 El ojo de Drosophila melanogaster

El ojo compuesto de Drosophila melanogaster, es un excelente modelo para el
estudio de patrones a pequefia escala. Consta de unidades elementales llamadas
omatidias, estas células se dividen continuamente a lo largo de los periodos larvales,
en el primer estadio se encuentran cerca de 20 células precursoras de las omatidias,
en el segundo periodo larval hay de 100 a 150 células y en el tercer estadio larval se
encuentran de 750 a 800 (Hernandez, 1993)

Cada omatidia estd compuesta por un lente formado por 4 células, que se
enfocan en la luz baja del canal y 8 células fotorreceptoras (R1 — R8) arregladas en
patrones precisos de los canales. Muchas omatidias se observan alrededor del
ecuador del ojo y el arreglo de las células fotorreceptoras en ellas aparece en
patrones de puntos. Los fotorreceptores son neuronas sensoriales enlongadas que
llevan una cerda mecanosensora o fotosensible en cada omatidia. Cada cerda esta
compuesta por 4 células. Rodeando los lentes y sobre los receptores se encuentran
las células del cono y 2 células pigmentarias primarias, las cuales dan lugar a la
cornea. Encerrando y aislando el canal de luz de cada omatidia se encuentran las
células pigmentarias secundarias y terciarias. En la base de la retina hay una red de
células subretinales pigmentadas (Lawrence, 1992).

Consta también de un rabdémero que se ubica en la parte central de esta
estructura y consta de dos tipos de receptores; los receptores externos (R1 — R6)
que adquieren un patrén asimétrico trapezoidal y los receptores internos (R7 y R8),

gue se encuentran a lo largo del eje central (Hernandez, 1993) (Fig. 10).
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Figura 10. Estructura de una omatidia. Seccion longitudinal y cinco

cortes de las secciones (Modificado de Lawrence, 1992).
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar con base en estudios etnomicolégicos, los efectos téxicos y
genotdxicos de extractos metandlicos de hongos macromycetes, colectados en el

estado de Hidalgo, México.

2.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar el efecto toxico en mamiferos (Rattus norvergicus) e insectos
(Drosophila melanogaster) de los extractos metandlicos obtenidos.

2. Determinar el potencial genotoxico por medio de la Prueba de Mutacién y
Recombinacién Somatica (SMART), en células somaticas del ojo de
Drosophila melanogaster, de los extractos metandlicos obtenidos.

3. Analizar la posible relacion de la toxicidad y la genotdxicidad de los

extractos metandlicos con los datos etnomicolégicos reportados.
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3. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

3.1. TRABAJO DE CAMPO, COLECTA Y ALMACENAMIENTO
3.1.1 Eleccion del area de estudio y seleccién de macromycetes

Gracias a reportes bibliograficos, asi como a estudios etnomicolégicos,
realizados por el Laboratorio de micologia, del Centro de Investigaciones Biologicas
(CIB) de la Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo (UAEH); relacionados con
el uso y explotacién de los hongos de manera tradicional, se eligieron entre las
diferentes regiones del estado de Hidalgo, aquellas que contaron con reportes de
consumo humano de hongos macromycetes. A partir de estos estudios se
seleccionaron las especies relacionadas con posibles efectos tdxicos registrandose
las comunidades en que se presentan (Romero, 2002, Hernandez, 2007 vy

Rodriguez, 2007).

3.1.2 Recoleccion de muestras

Una vez seleccionado el género y su area de distribucion, se realizaron
colectas en el periodo de lluvias (mayo a agosto), para su posterior identificacion
taxonomica en el laboratorio de micologia (Fig. 14).

Las colectas se realizaron de manera convencional o estandar, se saco del
sustrato el hongo completo y se coloco preferentemente en hojas de papel cera, para
transportarlo en canastas hasta el laboratorio; esto con el propédsito de que se
conserve completo y fresco para el andlisis de sus caracteristicas macroscoépicas y

microscoépicas (Largent et al., 1973 y Cifuentes et al., 1986).
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Después de la colecta, se registro la cantidad de cada una de las muestras,
hasta obtener de manera homogénea un kilo de peso fresco de cada una de las
especies a estudiar antes de ser deshidratadas (Romero, 2002).

Para su deshidratacion (Fig. 14), se colocaron las muestras en una secadora o
deshidratadora durante 24 horas; con una temperatura de mas de 35°C y no mas de
60°C, pudiendo variar el tiempo que se requiera para deshidratar totalmente la
muestra, dependiendo del género o el tipo de hongo con que se esté trabajando

(Montoya, 1997).

3.2. TRABAJO DE LABORATORIO
Una vez que se recolectaron, almacenaron y se deshidrataron los hongos se

procedid al trabajo de laboratorio el cual consistio en los siguientes pasos:

3.2.1 Obtencion de extractos

La obtencion de extractos (Fig. 14), se realizo a través de una destilacion por
reflujo, sustentado en que esta técnica es la mas recomendada para obtener
extractos mas concentrados y menos alterados (Dominguez, 1973; Valencia, 1995 y
Brown et al., 1998).

Para ello, se requiri6 realizar los siguientes pasos:

Se fragmentaron los hongos secos en trozos pequefios de menos de 1 cm de
diametro para que pueda haber una mejor penetracion del diluyente (metanol) en
éstos, una vez cortados se colocaron en un matraz de bola con suficiente metanol

absoluto para cubrirlos, posteriormente se pusieron a destilar por reflujo en una
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canastilla de calentamiento durante 4 a 6 horas a una temperatura aproximada de 30

a 40°C (Fig. 11).

Figura 11. Destiacién por reflujo

Posteriormente se colocé el extracto en un embudo de separacion, se filtré a
la salida con algodén y se colocé en otro matraz de bola limpio para eliminar el
diluyente (metanol) y obtener el extracto sin disolvente (Fig. 10). Para ello se
coloco el destilado ya filtrado en un rotavapor (Bichi Watherbath, mod. B- 480) a
una temperatura aproximada entre 40 a 45°, con movimientos rotatorios lentos, a
una presion aproximada de 170 MB y con un vacio moderado; hasta que se
obtuvo en el extracto una consistencia pastosa, lo cual indica que se ha obtenido
un grado de pureza y se ha eliminado por completo el diluyente (Fig. 12);
posteriormente los extractos se restituyeron con metanol hasta obtener una
diluciébn homogénea en ambos hongos, en el caso de B. satanoides se restituyo
hasta obtener 10 ml de extracto y para T. felleus se obtuvo 7 ml de extracto, esto

para su mejor manejo.
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Figura 12. Obtencion de extractos puros

Finalmente los extractos obtenidos de cada uno de los hongos se dividieron en
tres partes iguales; la primera parte para la evaluaciéon de toxicidad via oral en
mamiferos (Rattus norvegicus, cepa Winstar), la segunda parte para evaluar la
toxicidad via oral insectos (Drosophila melanogaster) asi como su evaluacion
genotoxica por medio de la técnica de SMART en 0jos, y la tercera parte del extracto
se utilizar4 para la identificacion de compuestos por medio de la técnica de
cromatografia de gases (este ultimo se realizara de manera independiente para otras

iInvestigaciones).

3.3. Evaluacion de toxicidad

Una de las primeras pruebas en cualquier evaluacion biologica de un agente
guimico es la de la toxicidad, la cual se refleja por un indice de mortandad posterior a
una exposicion, y se requiere realizar en al menos dos bioensayos para descartar

falsos positivos y falsos negativos; para ello en el presente trabajo se evalué la
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toxicidad de los extractos metandlicos de dos hongos macromycetes, por via oral en

mamiferos, en este caso ratas (Rattus norvegicus Berkenhout, 1769, cepa Winstar) y

posteriormente en insectos, en la mosca de la fruta (Drosophila melanogaster)

(Hernandez, 1993).

Para ello se realizaron tratamientos de manera independiente en ratas y

moscas (Fig. 14):

3.3.1

3.3.2

Mamiferos: Para esta evaluacion se utilizaron ratas (Rattus
norvegicus) de la cepa Winstar, utilizando el extracto de cada hongo
restituido con metanol para su mejor manejo, con una dilucidon en agua
en una proporcion 1:1 que se administré durante 24 horas de manera
oral a 4 ratas hembras adultas, evaluandose finalmente el indice de
mortalidad; simultdneamente se requiere correr un control negativo
(agua) como indice de comparacion.

Insectos: Para esta evaluacion se utilizaron larvas de moscas de la
fruta (Drosophila melanogaster) de la cepa white (w/w) de 72 horas de
edad, colocando 10 larvas en un vial con sacarosa con 2 ml de cada
extracto de manera independiente a una dilucién 1:1 en agua durante
24 hrs con una repeticion, evaluandose al término de éste, el indice de
mortalidad, de igual forma, se corrié paralelamente un control negativo

(Sacarosa al 5%) como indice de comparacion (Vogel, 1987).

3.4. Evaluacién de genotéxicidad

Las pruebas de genotoxicidad, son un segundo tipo de pruebas que permiten

evaluar dafos colaterales, pero que dependen de utilizar exclusivamente dosis
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subtodxicas, sustentado en que la toxicidad no encubra dichos efectos secundarios,
estos resultados complementan los datos obtenidos en las pruebas de toxicidad (Fig.
14).

Para la identificacion de las dosis subtdxicas se requirieron hacer curvas de
toxicidad a diferentes concentraciones para encontrar la “Concentracién Letal 50”
(CLso), la cual se considera como la concentracion maxima para evaluar los efectos

secundarios (Gottschalk, 1984).

3.4.1 Curvas de toxicidad.

De manera inicial se requiri6 determinar las dosis experimentales en
Drosophila melanogaster de los extractos a evaluar, las cuales se necesitan de
manera preliminar para realizar la prueba de SMART,; para ello se utilizaron larvas de
72 horas de la linea white (w/w) al igual que en las pruebas de toxicidad, éstas se
colocaron en al menos 3 concentraciones diferentes de cada extracto, con el objetivo
de encontrar las concentraciones subtoxicas a través de establecer la concentracion
letal 50 (CLso), la cual se conoce como la cantidad de sustancia que conduce a la
pérdida del 50% de los organismos tratados, a fin de garantizar un numero suficiente
de mutantes (Gottschalk, 1984).

Las diluciones utilizadas en este tratamiento fueron las siguientes:

Tabla I. Diluciones utilizadas para obtener la CLs.

Diluciones 2:1 5:1 11:1
Agua 2 mil 25 ml 275ml
Extracto 1.0ml 0.5 ml 025 ml
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En dichas curvas de toxicidad, se utilizaron 2 tubos por cada tratamiento (2
replicas), cada uno de estos, contiene sacarosa suficiente para cubrir el fondo del
tubo, con 1.5 ml. de cada proporcién, a la cual se le agregaron 10 larvas de 72 horas
de edad, las cuales se mantuvieron en los tubos durante 24 horas, con el objetivo de

observar efectos toxicos y establecer las concentraciones subtéxicas.

3.4.2 Prueba de Mutacién y Recombinacién Somética (SMART) en ojos de
Drosophila melanogaster.

En esta prueba, se utilizaron organismos heterdcigos para el marcador de ojo
white (w/w"), el cual es un marcador genético facilmente detectable (Hernandez,
1993), el marcador white (w = white), presenta ojos color blanco puro, y es el primer
mutante encontrado en Drosophila (Ramos et al., 1993); y el marcador silvestre se
expresa como ojos de color rojo (w"), utilizandose la cepa silvestre Cantén-S

(Lindsley y Zimm, 1992 y Gaytan, 1993) (Fig. 13).
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Figura 13. Linea White (w) y Cantén- S (w+).

Modificado de www.healthynebraska.com/fruitfly.qif

Una parte importante en los estudios de genotoxicidad es la duracion del
tratamiento, muchos de éstos se clasifican en tres categorias: agudo, subcrénico y
cronico. La duraciéon de cada tipo de estudio depende del organismo (Brusick, 1987).

Los dos tipos basicos de exposiciones o tratamientos para compuestos toéxicos
son: la exposicion aguda y crénica. La primera se aplica para eventos simples con
una cantidad particular de la sustancia, la cual entra al organismo como una
sobredosis del compuesto. Mientras que el tratamiento crénico es para exposiciones
repetidas de las sustancias, las cuales pueden acumularse o causar un efecto toxico

acumulable (Timbrell, 1989).
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La toxicidad aguda usualmente se emplea para evaluar efectos toxicos que
ocurren poco después de la exposicion o en el limite de ésta. La toxicidad crénica
puede aplicarse a los eventos los cuales ocurren algunas semanas, meses 0 afios
después de la exposicion para una o mas dosis repetitivas o posiblemente después
de una exposicion aguda para una sustancia toxica particular (Timbrell, 1989).

En la mayoria de los casos van relacionados el tipo de tratamiento y la forma
de exposicion o administracion, el cual es determinado por sus propiedades fisicas y
quimicas de la sustancia toxica. Por ejemplo, gases y vapores estan relacionados a
la exposicion por inhalacion, mientras que los liquidos ocasionan problemas
relacionados al contacto con la piel. Muchas industrias quimicas son frecuentemente
relacionadas con efectos crénicos debido a la exposicidon a largo plazo. Mientras que
las sustancias caseras o naturales son usualmente involucradas a envenenamiento
agudo posterior a una exposicion accidental (Timbrell, 1989).

En los individuos expuestos accidentalmente o no, los agentes toxicos pueden
ingresar por diversas vias, ya sea por via respiratoria, digestiva o dérmica.

De manera particular, la via de exposicion gastrointestinal o via de
administracion oral es una de las rutas mas importantes para muchas drogas,
contaminantes, aditivos de comida, productos naturales y otras sustancias

potencialmente toxicas (Timbrell, 1989).

3.4.3 Tratamiento agudo

Para este estudio, se realizaron tratamientos agudos con cada uno de los

extractos mediante administracion oral, con el objetivo de que la forma de
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administracion y exposicion fuera lo mas parecida a la forma de consumo en los
humanos (Fig. 14).

Para estos tratamientos, primero se realiz0 la cruza progenitora entre hembras
virgenes de ojos blancos (w / w) y machos de ojos rojos (w* / Y) de su respectiva
linea (Tabla Il, Fig. 14).

Tabla Il. Cruza progenitora en Drosophila melanogaster para la prueba de

SMART en ojos

Qw/wxasw /Y

o]
Q w* i

A las 72 horas después de la cruza progenitora se obtuvieron las larvas para
los tratamientos, dividiéndose las larvas colectadas en el numero de lotes
experimentales que se tengan, repitiendo el proceso hasta obtener al menos 300
moscas adultas heterocigas (w / w*) (hembras de ojos rojos), por cada tratamiento;
estas moscas se obtuvieron separando hembras y machos en etapa adulta.

Para este experimento se usaron 6 viales por proporcion, al igual que para el
control negativo (sacarosa al 5%) y como control positivo el metil metano sulfonato

(MMS) a una concentracién de 0.1 mM (Delgado, 1990).
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Por cada tratamiento en cada vial se coloc6é sacarosa con 1.5 ml de la
proporcion 5:1 durante 6 horas (tratamiento agudo), se colocaron aproximadamente
100 larvas en cada vial, esto para obtener una buena cantidad de individuos adultos.
Después de las 6 horas se sacaron las larvas de los viales y se colocaron en frascos
con medio de cultivo nuevo con la finalidad de que terminaran su ciclo de vida y

obtener las moscas adultas para el analisis microscopico de los ojos.

3.4.4 Analisis microscopico de ojos

Posterior a la eclosion, se obtuvieron los adultos para realizar la observacion
de clones celulares (manchas) en los ojos con fenotipo white sobre contexto
silvestre, registrandose el tamafio y frecuencia de éstos. Para ello, los adultos se
sacrificaron con éter, se separan machos y hembras, las ultimas heterocigas (w/w)
(hembras de 0jos rojos); éstas se colocaron en una solucion consistente de 90 partes
de etanol, 1 parte de Tween 80 y 9 partes de agua, con la finalidad de conservar por
mas tiempo hidratando el ojo y poder observarlos mejor debido a que se mantienen
mejor sus caracteristicas fisicas, ademas de que al sumergirlas en dicha solucion se
disminuye la difraccion de la luz (Fig. 14).

Se observaron los ojos al microscopio estereoscopico con un lente adicional
de 4X ayudado con lamparas externas para mejor iluminacion. Se observaron y
contaron los clones celulares, asi como el nimero de omatidias afectadas por clon,

para posteriormente realizar las pruebas estadisticas (Vogel, 1987).
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3.4.5 Pruebas estadisticas

Para este andlisis, de manera inicial, se realizd6 una separacion entre manchas
chicas y manchas grandes, las primeras son las que tienen dafiadas de 1 a 4
omatidias y las segundas mas de 4, y después se determind el indice de manchas
por tratamiento para manchas chicas, grandes y totales (Hernandez, 1993).

Para calcular la mutagénicidad efectiva en las células de los discos de los ojos
por tratamiento, se sugiere segun la bibliografia el uso de la siguiente relacion
(Vogel, 1987):

f = n*m/N*c

Donde f es la frecuencia de manchas, m es el tamafio promedio del clon, n es
el numero de manchas, C es el numero de omatidias por ojo (800), y N es el nimero
de ojos analizados. Esta ecuacion provee una buena estimacion de los clones por
10%, y esto permite determinar la frecuencia exacta de induccién de clones en
relacion con el niamero real de células expuestas. Sin embargo la literatura sugiere
también el célculo de la frecuencia de clones X 10 para correlacionar y determinar
mejor la eficacia mutagénica, que justamente se calcula de la frecuencia de las
manchas por ojo, tomando como criterio que en el caso de que no haya consistencia
en ambos célculos se requiere repetir el experimento aumentando el tamafio de
muestra (Vogel, 1987).

Para evaluar el efecto genotéxico de los compuestos utilizados se realizé una
prueba de X? (Chi cuadrada) de proporciones, que nos reveld resultados positivos,

negativos, débil positivo e inconclusos como lo sugiere la bibliografia (Frei y Wurgler,
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1988). Esta prueba se basa en comparar la serie de los tratamientos contra el
control, y decidir si el compuesto es mutagénico o no, por lo que se requiere contar
con una hipétesis nula (Ho) y una hipoétesis alterna (Ha); las cuales son excluyentes
una de la otra; y que permiten determinar el dafio genotdxico inducido por el extracto
evaluado (Frei y Wiurgler, 1988).

En la Hipdtesis nula (H,), se asume que no hay diferencia entre la frecuencia
de mutacién entre el control y el tratamiento, y ésta se acepta estadisticamente,
cuando no hay un incremento de “m” veces mas alta la frecuencia de mutaciones con
respecto al control.

La Hipotesis alterna (Ha), se acepta si hay diferencia entre los resultados
obtenidos del tratamiento con el control, esto se presenta cuando los resultados
obtenidos del tratamiento tienen un incremento significativo, es decir, la frecuencia de
mutacion es “m” veces mas alta en el tratamiento comparada con la frecuencia de
mutacion espontanea (control). Si se rechaza indica que el tratamiento no produce un
incremento requerido para considerar que el compuesto es mutagénico, mientras que
si se acepta es todo lo contrario, significa que el compuesto a evaluar es capaz de
inducir un dafio genotoxico a las concentraciones y condiciones evaluadas (Frei y
Wirgler, 1988).

El valor “m” es el numero de veces que debe aumentar la frecuencia de
mutacion de la serie testigo y ha sido determinado estadisticamente, “m” es igual a
dos para las manchas chicas y totales ya que su frecuencia de aparicion es alta, y
“m” es igual a cinco para manchas grandes debido a que su frecuencia es

relativamente baja (Hernandez, 1993).
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La interpretacion de los datos estadisticos se hace bajo la siguiente premisa;
si se acepta la (Ho) y se rechaza la (Ha), el resultado indica que el compuesto es
negativo (-), pero si se acepta la (Ha) y se rechaza la (H,), el compuesto es positivo
(+) y sera por lo tanto genotdxico; pero en cambio si se rechazan las dos hipotesis se
dice que el resultado del tratamiento es débil positivo o débilmente mutagénico (d);
por otro lado si se aceptan las dos hipodtesis el resultado es considerado

indeterminado o inconcluyente (i) (Frei y Wurgler, 1988) (Fig. 14).

45



.

RECOLECCION DE MUESTE.AS
(1 k de hongos frescos)

h

-

DESHIDRATACION DE HONGOS
(1 k de hongos frescos)

-

h

OBTENCI@N DEEXTEACTOS
(DESTILACION POR REFLUIO)
(1 k de hongos secos)

TOXICIDAD EN RATAS
T MOSCAS (proporcion
il

Y

FEITER A DE
GENCOTCHICIDAD
(SMART) (proporcion
Bl

h

CRUZA
EXPERIMEINTAL

Wi ot Y
s
v ™y
TEATAWMIENTO AGUDO
(6 HORAS) POR VIA

ORAL (600 larvas de 72
horas)

Y

d .
ANALISIS

MICROSCOPICO
(600 ojos)
¥ ESTADISTICO

%

CARACTERIZACION
DE COMPUESTOS
QUIMICOS

Figura 14. Cronograma del procedimiento experimental

46



4. RESULTADOS

4.1. Estudios etnomicologicos

De acuerdo con los objetivos del presente trabajo, la revision bibliografica, los
estudios etnomicolégicos y a las encuestas realizadas de manera escrita en el
“Parque Nacional el Chico” (Anexo 1) y de manera verbal en Zacualtipan,
inicialmente se eligieron estas dos regiones dentro del estado de Hidalgo, en donde
se colectaron los hongos estudiados con base en su presencia en las zonas de
estudio y a su toxicidad reportada, en éstas dos regiones se cuenta con reportes de
efectos toxicos de la familia Boletaceae, de la cual se decidio estudiar al menos dos
especies, Boletus satanoides y Tylopilus felleus, de las que se obtuvieron los

extractos y se realizaron las pruebas de toxicidad y de genotdxicidad (Fig. 3).

4.2. Obtencion de extractos

Con relacién a la obtencion de los extractos metandlicos de los hongos
seleccionados, para su posterior andlisis quimico y biolégico, es importante
mencionar que en cuanto a la identificacion de los diferentes elementos que lo
componen, no forman parte del presente trabajo, pero se conservaron muestras para
su posterior analisis quimico, que se correlacionaran en el futuro con los efectos
biolégicos que se reportan mas adelante en el presente trabajo.

Buscando optimizar la extraccion de los diferentes componentes de las
muestras se modifico la técnica de la siguiente manera basandose en pruebas
preliminares: inicialmente se dejaron los hongos durante ocho dias en metanol

previos a la destilacion, pese a que la técnica original no lo requiere, como se puede
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observar en la tabla 1ll, la extraccion con o sin interaccién del hongo con el metanol
fue diferente como para no considerar dicha modificacion en la técnica.

Tabla lll. Tabla de rendimiento para la obtencién de extractos metandélicos.

Tiempo de
interaccion
Hongo/metanol | Especie evaluada| Peso fresco Volumen de
antes dela del hongo extracto
destilacion obtenido
g8 dias Baoletus satanoides 1Ko 1.9 mlf kg
Tylopiius felieus TKg 0.90 mif Kg
10 minutos Boiefus satanoides 1 Kg 10mlf kg
Tyloiius felieus 1 Kg 7 mif kg

4.3. Pruebas de toxicidad

Las pruebas de toxicidad son estudios de corta duracidbn que permiten
establecer la relacién entre la concentracién, el tiempo de exposicion, la toxicidad
propia del compuesto a evaluar y la susceptibilidad del bioensayo a utilizar (Reyes y
Almeida, 1992), para ello en el presente trabajo se realizaron dos pruebas con
diferente ensayos: en ratas (Rattus norvegicus, cepa Winstar) y en moscas
(Drosophila melanogaster).

4.3.1 En cuanto a la toxicidad en ratas (Rattus norvegicus, cepa Winstar) no

se observo toxicidad con ninguno de los dos extractos en la dilucién probada;

la cual consistio en diluir 1 ml que se disponia en un volumen suficiente de
agua para que fueran ingeridos en su totalidad en un periodo de 24 horas a los
organismos expuestos, quedando una dilucion 1:1, registrandose 0 % de

mortalidad para ambos extractos.
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4.3.2 Para evaluar la toxicidad en moscas (Drosophila melanogaster), se

probd la misma concentracibn como indice de comparacion, observandose

toxicidad en ambos extractos con 95 % de mortalidad para Boletus satanoides

y 60 % para Tylopilus felleus; partiendo de estos resultados se probaron a

concentraciones menores arbitrarias cada uno (curvas de toxicidad), con el

objetivo de identificar la CLsg, y a partir de ésta establecer una dosis subtoxica

para realizar el ensayo de genotoxicidad, a traves de la Prueba de Mutacion y

Recombinacion Somatica (SMART) en células del ojo (Tabla IV).

Como se puede observar en la tabla IV, en los resultados de toxicidad en
Drosophila, se determin6 sélo el indice de mortalidad y no se pudo establecer la
CLso, debido a la cantidad limitada de extracto, por lo que se decidid para la
genotoxicidad de los dos compuestos evaluar la dilucidon 5:1, que permite valorar los
efectos a nivel del DNA sin que la toxicidad los encubra.

Tabla IV. Valores promedio = desviacion estandar y porcentaje de mortalidad

de Drosophila melanogaster con dos extractos de hongos, de dos replicas.

Diluciones n Mortalidad Mortalidad
_ %Yo
X
21 20 19 + 05 a5
51 20 8+17 40
11:1 20 T+£12 35
Diluciones n Mortalidad Mortalidad
. %o
X
2:1 20 12 + 28 80
51 20 10 = 0.1 50
11:1 20 9+07 45
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4.4. Genotoxicidad

Como ya se mencion6 anteriormente la genotoxicidad es el efecto ejercido por
algun agente exdgeno sobre el material genético, para su evaluacién se requiere
comparar al compuesto en cuestion, con un control negativo, el cual tiene un efecto
inocuo para la toxicidad; asi como también un control positivo, de igual forma que el
anterior se refiere a un agente quimico que por reportes cientificos anteriores, se
conoce que tiene un efecto genotdxico; ambos casos sirven como parametros de
comparacion.

Esta se evalu6 en Drosophila melanogaster a través de la prueba SMART
debido a las mudltiples ventajas como bioensayo y a la alta especificidad y
sensibilidad que presenta dicha prueba. En ambos experimentos para el control
positivo, se partio de la concentracion 0.1 mM, de MMS la cual segun reportes
bibliograficos es positiva para la induccion de manchas en ala, y al no haber
referencia para la prueba en ojo, que se utilizé en el presente trabajo, se procedio a
hacer una curva de toxicidad con las siguientes concentraciones: 0.1, 0.05, 0.025 y
0.0125 mM, con el objetivo de conocer la concentracidon mas alta que permita evaluar
el efecto genotoxico sin que la toxicidad lo encubra (Delgado, 1990), encontrandose

que la concentracién de 0.1 mM correspondia a la CLss (Tabla V),

50



Tabla V. Valores promedio * desviacidén estandar y porcentaje de mortalidad de

Drosophila melanogaster con MMS, de dos replicas.

METIL METANO SULFONATO
Concentracion Mortalidad Mortalidad
- - %
X Concentracion letal
0.10 mM 20 11+ 0.82 55 CL,;
0.05 mM 20 5+ 3.37 25 CL 55
0.025 mM 20 3+4.08 15 CL 4
0.01 mM 20 2+462 10 Clyy

Para el control negativo en ambos casos se utiliz6 sacarosa al 5%, este dato
fue obtenido de la literatura, de investigaciones realizadas anteriormente (Delgado,
1990 y Gaytéan, 1993).

Como se puede observar en la tabla VI en cuanto a los efectos genotoxicos
del extracto metandlico de Boletus satanoides, en 600 ojos analizados se indujo un
total de 120 manchas, que al compararlas con el control negativo y positivo se
mostré un efecto positivo en cuanto a manchas chicas, grandes y totales (Fig. 15).

En cuanto a los resultados obtenidos con la prueba estadistica X? de
proporciones se rechazé la Ho y se acepto la Ha, para las manchas chicas, grandes y
totales. Por lo que se observd un efecto positivo, en cuanto a los tres tipos de
manchas, como se puede observar en la tabla VII.

Los resultados anteriores nos indican que este extracto presenta tanto
actividad directa como indirecta, es decir que puede causar dafio tanto en las
primeras divisiones celulares como en las ultimas, en las primeras el compuesto

guimico como tal y en la dltima a través de sus metabolitos.
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Tabla VI. Nomero y frecuencia de manchas/ojo obtenidas en cada tratamiento

ANALISIS DE CLONES EN QJOS DE Drosophils melanogasterDE TRATAMIENTO AGUDO.
Mo, DJO% TOTALDE TARND ¥ | CLOMESX
o
COMPLUESTO REWSADOS NEIMEHU' DEMANCHAS MAHEHAS % DEMANCHAS [EL CLON CELULAE FRECUERCIA | ACTINDAD
CHICA | GRANDE
12| 34| 58 | 984 4 | o9 | ToTAL
Sacarosa 5% B0 (44| 9 | 4| 5 g2 [sm:3| 15 1033 | 1775 458 0.00458 -
MMS 0.1Mm 600 [151] 34 | 10 | 10 205 |30.833 | 3333 [ 34.166 | 40.133 342 0.0342 +
DIAGNOSTICO d + +
B, Satanoides 16666 | 3333 | 20
0. 5mf 600 |87)13 | 9 |1 120 25352 | 1267 [ 001267 +
DIAGHOSTICO + + +
14,833 | 2833 | 17.166
T. Foffous 0.5mi 600 |63| 23|11 8 103 27142 | 1164 | 001164 +
DIAGNOSTICO + - +
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Tabla VII. Resultados y diagndstico de la prueba de X?con Boletus satanoides comparados con Sacarosa

RESULTADOS DE LOSDATOSDE MANCHAS EN OJOS DE Dvosophila melgnogaster CON Boktus satanoides

MANCHAS MANCHAS TOTALES| MANCHAS CHICAS | MANCHAS GRANDES
ne. manchas observadas en el control 62 ] )
nt manchas observadas en el tratam iento 120 100 . ]
n= nc + nt 182 153 29
HIPOTESIS HULAH,
p.: frecuenda de manchas esperadas en &l cantrol 05 0.5 05
0. frecuenda de manchas esperadas en el tratamiento 05 35 05
p.x. manchas esperadas en el control ™ 6.5 145
.. manchasesperadas en el tratamiento ™ ¥B.5 145
PRUEBA DE CHICUADRADA 1549 14,44 T62.83
CONCLUSION Ho (o= 0,05) RECHAZADA RECHAZADA RECHAZADA
HIPOTESIS ALTERNAH.
m factor de multiplicacion 2 2 5
p. frecuencia de manchas esperadas en &l contral 0.333 0.333 0.166
(= Tecuencia de manchas esperadas en el tratam iento 0 656 0.666 0533
pu; manchas esperadas en & control 650560 £0.95 481
g0 manchas asperadas en el tratamiento 121 101.90 24186
PRUEBA DE CHICUAD RADA 0,037 0.103 3.73
CONCLUSION Ho (p= 0,05) ACEPTADA ACEPTADA ACEPTADA
DIAGHOSTICO POSITIVO FOSITIVO POSITIVO
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Para el extracto del hongo Tylopilus felleus los resultados obtenidos se
observan en la tabla VI y VIII; en la primer tabla, en cuanto al nimero de manchas,
se observa que se indujo mayor cantidad de manchas chicas y totales, y una menor
cantidad de manchas grandes, por lo que se presenta un efecto positivo en manchas
chicas y totales asi como un efecto negativo en manchas grandes, esto nos da la
pauta de que el extracto es un mutageno de accion indirecta y que actia en las
ultimas etapas de la division celular (Fig. 15).

Los resultados que se observan en la tabla VIII nos llevan a rechazar la Hyy a
aceptar la Ha, para manchas chicas y totales, por lo que se presenta un efecto
positivo, sin embargo; para las manchas grandes se acepto la Hy y se rechazo la Hp,
lo que indica que tiene un efecto negativo en manchas grandes, se puede decir que
el efecto de los extracto es de accion indirecta, es decir; que actia en las ultimas

etapas de la division celular.
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Tabla VIII. Resultados y diagnéstico de la prueba de X?con Tylopilus felleus comparados con Sacarosa

RESULTADOS DE LOSDATOS DE MANCHAS EM OJOS DE Drosophifa melnogaster CON Tilopiles fefeuns

MANCHAS MAMCHAS TOTALES | MANCHAS CHICAS | MANCHAS GRANDES

n.. manchas obheervadas en el contral B2 53 g

ny manchas observadas en el tratamierdo 103 86 17

n:ng + ng 165 139 26

HIPOTESIS NULA H,

pe frecuencia de manchas esperadas en el control 05 05 ns

(.. IfeCcLEnGa de manchas esperadas en el ratamiento 035 05 05

[P I Manches esperacas en el control 025 595 13

.n. manchas esperadas en el trdamiento 825 B9.5 13
PRUEBA DE CHI CUADRADA 1619 T.34 2.50

CONCLUSION H, (o= 10,05) RECHAZADA RECHAZAD A ACEPTADA
HIPOTESIS ALTERNAH.

me factor de multiplicacion 2 2 5

b e Trecuencia de manchas e gperadas en el control 0.333 0333 0166

. recusnda de manchas esperadas en &l tratamiento 0,666 (=11 0,853

p v manchas ssparadas &n & control 54 85 46.29 3

q.:n: manchas espemdas en & tratamiento 109 89 2257 22
PRUEBA DE CHI CUADRADA 1.28 1.37 11.46

CONCLUSION H. (= 0.05) ACEPTADA ACEPTADA RECHAZADA
DIAGH OSTICO POSITIVO (+) POSITIVO {+) HEGATIVO (-}
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(@) (b)

Figura 15. Manchas en ojos de Drosophila melanogaster inducidas con Boletus
satanoides (a) y Tylopilus felleus (b).
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El metil metano sulfonato es un compuesto reportado en la literatura como un
mutdgeno de accion directa; por este motivo se observd un nimero mayor de
manchas grandes y un numero menor de manchas chicas y totales; por lo que se
presentd una respuesta positiva para manchas grandes y una respuesta débil
positiva para manchas chicas y totales (Tabla VI) (Fig. 16); en relacién a la
frecuencia de clones y a los clones X 10, se muestra efecto positivo, lo cual nos da
un mejor indicio del niumero real de células afectadas.

En la tabla IX, se muestran los resultados de la prueba estadistica de X? de
proporciones, en donde los resultados permiten rechazar las dos hipétesis, tanto la
Ho como la Ha para manchas chicas y totales, lo que evidencia un efecto débil
positivo para este tipo de manchas; mientras que para manchas grandes se acepta la
Ha y se rechazé la Ho, presentando un efecto positivo general, debido a que es un
mutageno de accién directa y actia en las primeras etapas de la divisién celular y
con un menor efecto en las Ultimas etapas celulares, en donde actla a través de sus
metabolitos.

En la figura 17, se puede observar graficamente la comparacion de los
tratamientos de los dos extractos con los controles positivo y negativo; en la cual se
observa que el MMS presenta aproximadamente el doble de clones inducidos con
respecto al control Sacarosa, en la mayoria de las manchas; en esta misma grafica
se observa que el nimero de clones con B. satanoides y T. felleus comparandolos
con el MMS son aproximadamente la mitad del nimero de manchas inducidas por
éste, sin embargo; B. satanoides tiene un efecto ligeramente mayor que T. felleus, al

compararlos entre si, mientras que en B. satanoides existe un frecuencia mayor para
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manchas grandes que con el otro extracto, ademas de que esta frecuencia se acerca

mucho a la del mutageno de referencia.

Mancha

(a) (b)

Figura 16. Manchas en ojos de Drosophila melanogaster inducidas con MMS (a)
y Sacarosa al 5% (b)
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Tabla IX. Resultados y diagnéstico de la prueba de X?con MMS comparados con Sacarosa

RESULTADOS DE LOS DATOS DE MANCHAS EN OJ05 DE Orosopiils mefanogasterCONM METIL METANOSULFONATO

MAMCHAS
b ANCHAS TOTALES M ANCH AS CHICAS MANCHAS GRANDES
n, manchas observadas en el control B2 53 |
n¢ manchas obseryadas en el tratamiento (MM 5] 205 185 20
nn, + Ny 267 238 23
HIPOTE SIS NULA H,

p.: frecuencia de manchas esperadas en el control 0.5 035 0.5
 ¢).: frecuencla de manchas esperadas en el tratam iento 0.5 V-] 0.5
p.n: manchas esparad s en el control 1335 119 14.5
 d,0n: manchas esperadas en e tratam iento 1335 119 14.5

PRUEBA DE CHI CUADRADA 76.59 67.21 4.

CONCLUSION Ho {a= 0,05) RECHAZAD A RECHAZADA RECHAZAD A
HIPOTESIS ALTERNA H,

nx factor de multiplicadcdn 2 2 5
pa frecuencia de manchas esperadas en el control 0.333 0.333 RIS
fa frecuencis de manchas esperadas en el ratamiento 0666 0.666 0.833
pan: manchas esperadas en el control &89 79.25 9.66
fun: manchas esperadas en el tratamiento 177.82 1585 2416

PRUEEA DE CHI CUADRAD A 12.6 13.2% .73

CONCLUSION H s = 0,05) RECHAZADA RECHAZADA ACEFPTADA
g 3 DEBIL POSITIVO
MAGHOSTICO DEBIL POSITIVO {d) () POSITIVO {+)
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CLONES POR TRATAMIENTO

@ MMS 0.1 mibd

BESACAROSA 5%

O Baletus satanoides

O Tilopilins feliels
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=
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TAMANO DEL CLON (OMATIDIAS)

Figura 17. Nomero/tamafo de clones por tratamiento
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5. DISCUSION

Partiendo de los objetivos planteados y de la metodologia propuesta, se
seleccionaron dos especies de hongos Boletaceos, con base en los estudios
etnomicoldgicos y en las encuestas realizadas en los municipios de Mineral del Chico
y Zacualtipan, en el estado de Hidalgo. Dichos estudios, permitieron corroborar la
presencia en las areas de estudio de Boletus satanoides (Mineral del Chico) y
Tylopilus felleus (Zacualtipdn), asi como su uso de manera tradicional en dichas
comunidades en donde son reportados por su presencia y sus caracteristicas toxicas
detectadas a través de su uso tradicional (Garcia, 1999).

En la obtencion de extractos ya sea de hongos o plantas, siempre se busca
obtener la mayor cantidad de éstos y lo menos alterados posibles; para lo cual en el
presente trabajo, se intentd realizar una modificacién de la técnica reportada con la
finalidad de conocer, si al dejar los hongos interactuar con el diluyente (metanol) por
mas tiempo antes de la destilacién, se obtenia una mayor cantidad de éste para
estudios posteriores de toxicidad y genotoxicidad, encontrdndose que no influye en la
cantidad de extracto obtenido, cuando el hongo estuvo o0 no expuesto al metanol
previamente a la destilacion (Dominguez, 1973; Valencia, 1995 y Brown et al., 1998).

Con respecto a la toxicidad probada de los dos extractos; en ratas (Rattus
norvegicus, cepa Winstar) y en moscas (Drosophila melanogaster), los resultados
que se obtuvieron de estos andlisis indican que en ratas no hubo algun efecto
negativo, esto se puede deber a diversas variables como son; la via de
administracion del extracto, la cantidad de extracto administrado, la edad de las

ratas, la forma de administracion del hongo, etc; por lo que se requieren realizar a
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futuro mas estudios con todas estas variables y con otros bioensayos que permitan
realmente descartar su no toxicidad, lo cual permitira ampliar el conocimiento de
éstos y sus efectos sobre todo por su baja cantidad de reportes cientificos. En el
caso particular de Drosophila, en el presente trabajo; manifest6 a las
concentraciones y a las condiciones probadas un efecto téxico; debido posiblemente
a la susceptibilidad del organismo (Reyes y Almeida, 1992), asociado a la fraccion
microsomal equivalente a fraccion S-9 de mamiferos que le permite metabolizar una
gran cantidad de agentes quimicos exogenos, lo que le confiere la capacidad de
evaluar mutadgenos, carcindgenos, y teratogénos de efecto directo e indirecto
(Gaytan,1993), de ahi que sea recomendado para pruebas de genotoxicidad, en
donde se ha comprobado que las diferentes opciones de respuesta metabolica
(citotoxicidad) dependan de multiples variables, como el bioensayo, la edad, el
estado metabdlico, la concentracion y el tiempo de exposicion, entre otros (Vega,
1985b); ademas es importante la evaluacion en diferentes bioensayos como en este
caso, que nos permiten descartar falsos positivos y negativos permitiendo establecer
realmente a través de este y otros trabajos si hay o no un efecto téxico y/o
genotoxico.

Para el estudio de la genotoxicidad los resultados obtenidos indican que con el
control positivo (MMS), se produce un efecto débil positivo en manchas chicas y
totales, mientras que en manchas grandes ocasiona un efecto positivo, debido a la
naturaleza del compuesto, sustentando los reportes bibliograficos como agente
carcinogeno de accion directa (Index Merck, 1989), el cual no requiere ser
biotransformado por el metabolismo del organismo y puede causar un dafio
temprano, produciendo asi un niumero mayor de manchas grandes con respecto al
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control (Frei y Wirgler, 1988); reportandose que induce mutacién y recombinacion
somatica en alas, a las concentraciones de 0.1 mM y 1 mM de manera
estadisticamente significativa, no encontrandose reportes en la prueba de ojo, por lo
que el resultado encontrado en el presente trabajo, corrobora y amplia la informacién
gue se tiene de este compuesto al encontrarse que a la concentracion 0.1 mM se
indujo de manera significativa la induccion de clones celulares en ojo (Tabla VI y IX),
lo cual valida el uso de este compuesto como un control positivo para los estudios de
toxicidad y genotoxicidad, utilizado en D. melanogaster, ademas de ser un reporte
nuevo que amplia el conocimiento de la toxicocinética del compuesto (Gaytan, 1993
y Mufioz, 1998).

Los resultados obtenidos para B. satanoides, muestran que hay un efecto
genotoxico positivo para manchas chicas, grandes y totales, esto sugiere que el
extracto de este hongo puede ser un compuesto genotdxico menos potente que el
control positivo utilizado en el presente trabajo, que puede tener una accion ya sea
directa o indirecta (Frei y Wurgler, 1988), ampliando el conocimiento de los efectos
directos en indirectos del consumo de este hongo, debido a que sélo hay reportes de
toxicidad a corto plazo reportados, asi como su clasificacion como hongo venenoso o
toxico, produciendo el micetismo llamado “Sindrome gastrointestinal” (Bresinsky et
al., 1990; Diaz — Barriga, 1995 y Garcia, 1999).

En cuanto a T. felleus; se obtuvieron resultados positivos para manchas chicas
y totales, asi como un resultado negativo para manchas grandes; lo que indica que el
extracto de este hongo tiene un efecto indirecto debido a que la frecuencia de

manchas chicas es mayor que la frecuencia de manchas grandes, esto quiere decir
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que este hongo induce las manchas de manera tardia, en las ultimas divisiones
celulares, debido a que necesita ser metabolizado (Hernandez, 1993 y Frei, 1994).

Snell y Dick (1970) asi como Luciano (1985) reportaron a este hongo como un
hongo de sabor amargo, razén por la cual no es comestible, por lo que la gente dice
que es malo; por otro lado Bresinsky y Besl en 1990, lo reportan como un hongo
toxico, el cual produce el micetismo denominado “Sindrome gastrointestinal”.

Al igual que el hongo anterior, T. felleus presenta evidencia de un efecto
genotoxico, por lo cual se amplia el conocimiento de efectos de corto plazo
(micetismos) a efectos de largo plazo (genotoxicos), con la pequefia diferencia de
que el primero hongo (B. satanoides) es de accion directa en indirecta y el segundo
solo de accion indirecta (Bresinsky y Besl, 1990), la cual permite proponer un nuevo
micetismo agregado a los ya establecidos, el cual puede producir dafios al DNA y por
lo tanto a largo plazo.

La actividad genotéxica observada en estos tratamientos in vitro, indica un
potencial de efectos mutagénicos o carcinogeénicos; lo cual se puede extrapolar como
un potencial de riesgo en humanos (Li y Heflich, 1991), justificado la importancia del
presente trabajo; ademas de que se generan nuevas lineas de investigacion.

Por otro lado, la mayoria de los carcindégenos pueden ser detectados in vitro
por medio de técnicas o pruebas de genotoxicidad, debido a que proveen evidencias
Utiles para identificar nuevos carcin0genos y mutagenos potenciales para los
mamiferos y en especial para el hombre (Li y Heflich, 1991); aunado a que la Prueba
de Mutacion y Recombinacién Somatica (SMART) en ojo, es apropiada para predecir
el riesgo de genotoxicidad en mamiferos (Graf et al., 1994), debido a que no se
puede experimentar directamente con el humano y que ha demostrado ser sensible y
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eficiente para identificar compuestos genotoxicos de diversa naturaleza quimica
(Frei, 1994).

No obstante, no podemos dejar de lado las otras razones por las que los
hongos pueden ser toxicos; debido a que no solamente el hongo como tal puede
producir un dafio, sino que existen diversas situaciones por las que pueden ser
toxicos o0 venenosos; algunas de ellas son: la edad del hongo, debido a que hay
algunos hongos que cuando estan en etapa adulta, producen algunas toxinas que
causan algun micetismo; también, cuando se consume crudo es toxico, pero cuando
se cuece es inofensivo; por otra parte la toxicidad también puede ser inducida por el
habitat en donde se desarrolla el hongo, ya sea por la composicion del sustrato o por
lo que se encuentra alrededor de él, en muchas ocasiones las toxinas o esporas de
otros hongos pueden llegar a ellos y al conjugarse con los compuestos originales de
éstos, pueden producir algun efecto téxico (Moore —Landecker, 1996).

Independientemente de que la mayoria de las intoxicaciones por hongos se
deben a que muchos de los hongos toxicos pueden ser confundidos como
comestibles, y asi darse una ingesta accidental (Moore — Landecker, 1996).

Es importante resaltar que en el presente trabajo, se sustentan las bases para
estudios posteriores, que permitan conocer con exactitud el potencial téxico y
genotoxico de cada especie de hongo. Por otra parte, también hace falta reforzar
estudios quimicos, que permitan identificar las toxinas de muchos hongos que no han

sido estudiados, asi como sus efectos nocivos e incluso farmacéuticos en humanos.
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6. CONCLUSIONES

Debido a que el presente trabajo tenia como principal objetivo evaluar con
base en estudios etnomicoldgicos, los efectos toxicos y genotoxicos de extractos
metanolicos de hongos macromycetes, colectados en el estado de Hidalgo, México,
para ampliar el conocimiento del uso y explotacién de cada uno de estos hongos, asi
como para fomentar estudios que permitan valorar y validar el conocimiento
tradicional de los recurso naturales, se puede concluir:

Primeramente, los extractos metandlicos de Boletus satanoides y Tylopilus
felleus, presentan un efecto toxico a la dilucion probada (1:1), solo en el bioensayo
de Drosophila, lo que permite evidenciar que posiblemente su toxicidad esta
relacionada con la capacidad metabdlica del individuo, y por lo tanto se requiere
evaluar en mas bioensayos.

En cuanto a la genotdxicidad evaluada, se puede concluir que Boletus
satanoides es un mutageno débil tanto de accién directa como indirecta, debido a
que induce de manera paralela tanto clones celulares chicos como grandes y con
menor frecuencia que el mutageno positivo.

De igual forma, Tylopilus felleus es un mutageno débil, de accion indirecta,
debido a que induce con mayor frecuencia clones celulares chicos, comparados con
los grandes y también de menor frecuencia al mutageno positivo.

Lo anterior es de importancia, debido a que revoluciona la forma de evaluar el
potencial de riesgo asociado al consumo de hongos, de efectos a corto plazo

denominados micetismos, en donde se evalla las respuestas fisioldgicas y toxicas, a
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efectos a largo plazo, en donde se evalla el efecto en la siguiente generacion
(genotodxicidad).

En cuanto a la destilacion por reflujo, se corroboré que es una buena técnica
para la obtencion de extractos metandlicos de diversos organismos vegetales, sin
alteraciones quimicas significativas, que se puede aplicar tanto en plantas como en
hongos, sin requerir de la modificacion propuesta en el presente trabajo.

Es de resaltar que este tipo de estudios depende de manera vital de la
correcta identificacion de los hongos; y que son fundamentales en el desarrollo
econdémico y social de muchas comunidades que requieren nuevas fuentes de
alimentacion.

Por dltimo, cabe recalcar que el presente trabajo, sustenta las bases para
estudios posteriores que permitan conocer mas sobre los efectos toxicos,
alimenticios y farmaceéuticos de una gran cantidad de hongos macromycetes que en
el estado de Hidalgo y en otras partes del mundo se utilizan desde hace mucho

tiempo de manera tradicional por grupos indigenas.
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ANEXO 1 Formato de entrevistas de hongos téxicos.

CLAVE TRXIcas FoOLIO

NOMERE INF. |

FECHA [ | EDaq] |  sE=Q|

DIR SCOM. |

ENTIDAD HIDALGO MFIO | MINERAL DEL CHICO

ORIGEN |

NOM. CIENT. |

NOMERE(S) COMUHN (ES) |

CAT. AMTROP. COM-COME-FORRE-HERR-TTE-MA G-MED
HARC ORMN-FERF-FE: T-PIG-FERM-TOX-VEST

FEHOLOG 4 E F M 4MI I 45 OHD

ASOCIAC. I

SUSTEATD | TEER. | LIS, HUM. | CoP.

COMO SABE |

CARLCT DISTINT. |

SIHTOMAS I

REME DI |

ABRTTHD. |I-.-IT_TCHC' MODEREADD | ESCA5 O,

OESERVACION:

UEICACION

H.H.W. DISTIMTIV O
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