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Resumen

Las plantas han sido utilizadas desde tiempos remotos para la cura de enfermedades.
Bajo el nombre de Erythroxylum o Erythroxylon como género, en Cuba se describen 16
especies endémicas, cuyas propiedades antivirales han sido previamente reportadas. El
presente trabajo tuvo como objetivo la evaluacién antigenotdxica de un extracto etandlico de
Erythroxylum minutifolium var Grises en el ensayo de SOS Chromotest variante co-tratamiento.
Los resultados mostraron que el extracto de Erythroxylum minutifolium radioprotegio las células
de la cepa E. coli PQ37 a una concentracién de 100 ug/ml. Estos resultados pudieran estar
influenciados por la composicion fendlica del extracto.

Palabras claves: antigenotoxicidad, Erythroxylum, flavonoides, ensayo SOS.

Summary

Antigenotoxic evaluation of Erythroxylum minutifolium griseb etanolic extract using SOS
assay.

Plants have been used since remotes times for the treatment of different diseases.Under
the name of Erythroxylum or Erythroxylon like genus, in Cuba are described 22 species. Some
of these plants have been used in the traditional medicine due to its pharmacological
properties. In this work the antigenotoxic potential of an etanolic extract of Erythroxylum
minutifolium var Griseb (ExM) was analized using a modified protocol of the SOS Chromotest,
co-treatment variant. Results showed that Erythroxylum minutifolium extract was antigenotoxic
at the concentration of 100 ug/ml in the cells of E. coli PQ37. Results obtained can be
influenced by the extract composition.

Keywords: antigenotoxicity, Erythroxylum, flavonoid, SOS assay.
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Introduccidon

Las plantas medicinales como parte de la medicina tradicional han jugado un rol
importante en el tratamiento de diversas patologias. Las propiedades etnomédicas de las
plantas cubanas han contribuido y estimulado la conveniencia del uso, de forma sostenible, de
nuestra flora (1). El género Erythroxylum (Erythroxylaceae) esta formado por tres especies
pequefias distribuidas en América, Africa y Madagascar. En Cuba se describen 22 especies, de
ellas 16 son endémicas (2). Algunas de estas plantas han sido usadas en la medicina
tradicional como antiinflamatorias en el tratamiento de bronquitis, neumonia, asma y otras
afecciones respiratorias tanto en animales como en el hombre (3).Extractos acuosos e
hidroalcohdlicos de las hojas de las plantas de este género ha mostrado una importante
actividad antimicrobiana (4), asi como propiedades antivirales frente a los virus del herpes
simple tipo I (VHS) (1), y el virus de inmunodeficiencia humana (VIH) (2) como principales
actividades farmacolégicas. Ademas se han encontrado en algunas especies del género efectos
anestésicos, analgésicos y estimuladores de las propiedades del higado y rifiones, como
diuréticos y para el tratamiento de enfermedades venéreas y problemas musculares (5).

La mayoria de estos estudios han estado referidos a los flavonoides y alcaloides
presentes (6). Los troncos y las hojas han sido las principales partes estudiadas (7). Datos
recientes obtenidos en nuestro laboratorio demostraron que un extracto etandlico de E.
minutifolium resulté citotdoxico en células de E. coli PQ37 a la concentracién de 200 ug/ml (8).

En este género han sido encontrados principalmente polifenoles como los flavonoides,
fenoles y taninos, ademas de compuestos reductores (9). La mayoria de los flavonoides son
flavonoles como la quercetina, el kaemferol y la ombuina. Estos aparecen mono o
diglicosilados con azlcares como la glucosa, galactosa, arabinosa y xilosa o con la combinacion
de estos (1).

La exposicion de mamiferos a radiaciones ionizantes induce efectos dafiinos que guian a
la célula hasta la muerte y a un incremento del riesgo de enfermedades, particularmente el
cancer (10). Es por ello que existe un creciente interés en el desarrollo de nuevos

radioprotectores en la medicina preventiva y la terapia adyuvante. Los radioprotectores son
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agentes que reducen la toxicidad, la mutagenicidad y otros efectos biolégicos adversos de las

radiaciones ionizantes en los organismos vivos (11).

Las plantas constituyen la fuente principal de obtencion de agentes protectores del
ADN, los cuales, en su inmensa mayoria, son metabolitos secundarios de los que se desconoce
su verdadero papel en las plantas (12). Muchos de los estudios de radioprotecciéon de hoy en
dia se concentran en la evaluacién del extracto completo, del constituyente aislado y en
algunos casos del extracto fraccionado. La actividad antihemética, antiinflamatoria,
antioxidante, inmunomoduladora, estimuladora del sistema hematopoyetico y antioxidante,
son algunos de los mecanismos por los cuales algunos extractos de plantas actian frente a las
radiaciones ionizantes (13).

Teniendo en cuenta estos reportes decidimos evaluar el posible efecto antigenotéxico de
un extracto etandlico de E. minutifolium mediante la variante fluorescente del ensayo SOS

Chromotest co-tratamiento.
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Materiales y Métodos

Cepa bacteriana y su cultivo.

Para este estudio fue utilizada la cepa de Escherichia coli PQ-37 desarrollada por Huisman y
D‘ari, en 1981(14) de genotipo: (F- thr leu his-4 pyrD thi galE galK or galT lac U169 srl300::
Tn10 rpoB rpsL uvrA rfa trp::Muc+ sfiA::Mud (Ap, lac)cts. El medio de cultivo utilizado fue
Luria-Bertani (15) suplementado con 100 ug/mL de ampicillina (LBA). Los cultivos fueron
crecidos durante toda la noche a 370C en agitacion (100 rpm); posteriormente se diluyeron en
medio fresco (1/25) y se incubaron a igual temperatura y agitacion hasta una densidad 6ptica
de 0.4.

Material vegetal.

Las hojas de Erythroxylum minutifolium Griseb var. minutifolium se colectaron entre los afos
2000 y 2005 en la Provincia de Pinar del Rio y se depositaron algunos ejemplares en el
herbario del Instituto Pedagdgico de esa provincia. Las hojas de Erythroxylum minutifolium
fueron identificadas por el Dr. Armando Urquiola (Director del Jardin Botanico, Pinar del Rio).El
extracto hidroalcohdlico de Erythroxylum minutifolium (ExM) fue obtenido del Laboratorio de
Productos Naturales del Centro de Quimica Farmacéutica como describen Alvarez vy
colaboradores (4).

Preparacion del extracto.

Un stock de 5 mg/ml fue preparado para la realizacién de todos los ensayos. Como vehiculo
para disolver el extracto en estudio se utilizé 4 pl de DMSO (100 %) y luego completado 1 ml
con agua destilada estéril.

Irradiacion.

La irradiacion se realizé en una fuente de 60Co (modelo PX- -30M, Rusia), a una temperatura
de 2 a 5°C. El valor de la tasa de dosis estuvo entre 20.45 Gy/min. La dosis absorbida fue
calculada utilizando el dosimetro Fricke (16).

Evaluacion del potencial radioprotector y/o antigenotéxico del extracto etandlico de

Erytrhoxylum minutifolium.
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Para evaluar la radioprotecciéon del extracto se calculo el Factor de Inducciéon (FI) utilizando la

variante fluorescente del ensayo SOS Chromotest biosensor del dafio primario inducido en el
ADN de las células irradiadas, tanto en presencia como en ausencia del mismo.

El cultivo de Escherichia coli crecido hasta una DO de 600nm de 0.4 fue posteriormente diluido
(1/10) en un medio LB 2X suplementado con ampicilina (100 ug/ml) y distribuido en viales
estériles a razon de 500 pL por vial, los cuales fueron irradiados a una dosis de 150 Gy. Las
concentraciones finales evaluadas del extracto fueron: 5, 25, 50 y 100 ug/ml las que fueron
probadas en esquemas de co-tratamiento (radiacibn gamma-concentracion correspondiente
del extracto). En cada procedimiento se incluyé un control negativo tratado con agua estéril y
un grupo tratado exclusivamente con radiaciéon gamma. El procedimiento experimental seguido
se resume en la Tabla I.

Como criterio de genotoxicidad se utilizé el Factor de Inducciéon SOS (FI) segun lo indicado por
Quillardet y colaboradores (17). El FI se calcul6 segun la férmula de la figura I, donde (i) y (¢),
son los valores de fluorescencia para la concentracién evaluada y el control negativo del
experimento, respectivamente.

Andlisis Estadistico.

Fueron calculados los valores medios y errores estandar del factor de induccion SOS en el
estudio de radioproteccion. La normalidad de los datos se comprobd mediante una prueba de
Kolmogorov-Smirnov. Posteriormente, los valores medios fueron comparados respecto a los
controles considerados en cada caso, utilizando una prueba de t de Student con una

significacion del 95 %.

Resultados

La radioproteccion del extracto etandlico de E. minutifolium frente a radiacion gamma
fue evaluada utilizando una variante fluorescente del SOS Chromotest. La figura Il muestra los
valores de factor de induccion obtenidos al co-tratar las células de E. coli con las
concentraciones del extracto y la radiacibn gamma. Los resultados muestran que solo la
concentracion de 100 pg/ml del extracto mostré un significativo efecto inhibitorio del dafio

inducido por radiacion gamma.
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Discusion

A pesar de que existen reportes sobre la genotoxicidad de los polifenoles y flavonoides
como la quercetina, existen multiples trabajos sobre la antigenotoxicidad mostrada por estos
componentes. Tal es el caso de la quercetina, como mayor componente de la flor comestible
de Sesbania javanica, la cual mostr6 una fuerte inhibicion del efecto mutagénico de la
aflatoxina B1 y el benzo(a) pireno en méas del 70% (18). Asi mismo, cuatro antraguinonas
aisladas de las partes aéreas de la planta japonesa Rumex acetosa resultaron antigenotéxicas
contra mutagenos estandares usando el Test de Ames y el ensayo SOS Chromotest (19).

Teniendo en cuenta estos reportes nosotros evaluamos el posible efecto antigenotoxico
y/o radioprotector de un extracto etandlico de E. minutifolium mediante la variante
fluorescente del SOS Chromotest. Dado que a la concentraciéon de 200 ug/ml el extracto fue
citotéxico para las células de E. coli, nosotros excluimos dicha concentracion de la evaluacion
del posible efecto radioprotector. De las concentraciones evaluadas solo la concentracién de
100 pg/ml disminuyd significativamente el factor de induccién de la cepa de E.coli PQ37
(p<0.05, Test t de Student). Dado que el 75 % del dafo provocado por radiaciones es
indirecto y es mediado por las especies reactivas del oxigeno generadas por la radidlisis del
agua (20), los resultados encontrados por nosotros sugieren que este extracto etandlico podria
actuar mediante el secuestro de radicales libres. Los polifenoles, componentes mayoritarios del
extracto (9), son uno de los grupos quimicos mas estudiados por su efecto antioxidante.
Polifenoles aislados de diferentes extractos como el acido galico, carotenoides, flavonoides,
terpenos, licopenos, xantinas, melatoninas, entre otros, han sido reportados como
radioprotectores. Su habilidad para proteger contra radiaciones se atribuye principalmente al
secuestro de radicales libres (21-24).

Otro punto de vista interesante a considerar, es que los polifenoles del extracto actien
mediante el reforzamiento de los sistemas de recuperacion y reparacion celular como ha sido
propuesto para los radioprotectores modelos (25). En este tipo de mecanismo, el extracto
protege la célula principalmente incrementando la capacidad reparativa de esta, disminuyendo
su capacidad mutagénica; lo que se traduce, por ende, en una disminucion del nivel de dafio

sobre el ADN (26). En este sentido, se ha encontrado que el té verde del japén incrementa la
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fidelidad de la ADN polimerasa Ill (27). El acido tanico y compuestos relacionados con el

pirogalol, incrementan la reparacion por escision (28). La coumarina, la vanillina, el
cinnamaldehido y los terpenoides como el campfor, promueven reparacion recombinacional
(25) o interactuar directamente con el ADN favoreciendo a su vez la interaccion con las
enzimas de reparacion (29).

Durante los ultimos afios ha sido notable el incremento en el nUmero de estudios que
reportan diversas plantas medicinales y componentes dietéticos como una fuente excelente de
agentes quimiopreventivos y radioprotectores. La blsqueda de nuevos compuestos
radioprotectores y el estudio de sus mecanismos de accidn constituyen una via para desarrollar
metodologias mas efectivas en el tratamiento del cancer mediante el uso de la radio y
quimioterapias (30).

Un punto clave en la busqueda de agentes quimiopreventivos es la eleccion del sistema
de ensayo a utilizar para detectar el efecto buscado. Los ensayos a corto plazo son en un
principio los méas adecuados si lo que se pretende es una caracterizacion de las propiedades
antigenotoxicas y/o radioprotectoras de una muestra dada. En este sentido, el SOS
Chromotest tiene ventajas como son: su flexibilidad para desarrollar diferentes esquemas de
tratamiento, su rapidez y sensibilidad. El indicador en ellos considerado, la inhibicion del dafo
primario inducido en el ADN, puede ser un excelente criterio para estudios de
antigenotoxicidad y/o radioproteccién de estos productos, como ha sido previamente indicado
por otros autores (31). La version fluorescente del SOS Chromotest utilizada en la presente
tesis posee ventajas respecto al ensayo colorimétrico original: economia, menor dispersion de
los datos dentro del experimento, aumento de la procesatividad y reduccion del tiempo de
lectura. Este ensayo resultd sensible al dafio inducido por mutagenos inductores de la
respuesta SOS en E. coli (32).

Futuros estudios de fraccionamiento del extracto etandlico de E. minutifolium seran
necesarios para conocer qué compuestos son los responsables de la citotoxicidad y
radioproteccion detectadas en el mismo. Una efectiva separacion de los componentes de las
mezclas y la posterior evaluacion genotdxica y antigenotoxica de estos, nos permitiria
identificar qué componentes son Utiles en areas como la terapia de enfermedades relacionadas

http://www.sertox.com.ar/retel/default.htm Sertox © Copyright 2003




[retel]

ravista de toxicologia en linea
con la mutaciéon. Las propiedades antigenotdxicas y/o radioprotectoras a la concentracion de

100 ug/ml aqui demostradas amplia el potencial terapéutico de esta planta. Profundizar en los
mecanismos de accion de los componentes de sus extractos debe ser la via para ampliar las
posibilidades de uso de las mismas en quimioprevencion de enfermedades degenerativas
cronicas como el cancer, la arteriosclerosis, coronarias, etc, relacionadas con las mutaciones.
Por otra parte, el actual estudio es el primer reporte sobre la acciéon radioprotectora del
extracto etandlico de E. minutifolium. Los datos aqui obtenidos, deben ser confirmados en

otros modelos experimentales con fines a su uso como agente terapeutico y/o radioprotector.
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ANnexos
Tabla 1. Procedimiento experimental usado para la evaluacién de la
antigenotoxicidad y/o radioprotecciéon del extracto de E.minutifolium.
Pasos del esquema experimental Posibles mecanismos implicados
- Pre-incubacién a 8°C con el extracto durante 3C Mecanismos antigenotoxicos
minutos. intracelulares
- Irradiacion en presencia del extracto. que actiuan antes, durante o después
- Incubacion a 37°C con el extracto paradel
recuperacion en medio LB durante 2 horas. establecimiento del dafo en el ADN.
- Ensayos enziméticos para determinacion de
actividad

B-galactosidasa y fosfatasa alcalina.

Figura I. Calculo del Factor de Inducciéon

p-galactosidasa (i)

fosfatasa (i)
FI

p-galactosidasa (c)

fosfatasa (c)

Figura Il. Efecto radioprotector del extracto Erythroxylum minutifolium frente a la radiacion
gamma. El control positivo utilizado fue de 150 Gy en ausencia del extracto. Son presentados
los valores medios de factor de induccién y sus errores estandar correspondientes a dos
experimentos independientes con dos réplicas cada uno.

(*): Significativo para p<0.05, en un Test t de Student.
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