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Resumen

El extracto oleoso de la semilla de Carapa guianensis Aublet es un producto constituido
por una mezcla compleja, entre cuyos componentes se destacan los acidos grasos poli-
insaturados y terpenoides. El presente trabajo tuvo como objetivo determinar el potencial
protector del extracto oleoso sobre el ADN frente a la radiacion gamma/bleomicina, en el
ensayo bacteriano SOS-Chromotest (con y sin activacion metabdlica). Las
concentraciones del extracto ensayadas fueron: 50, 200, 350, 500 y 1000 ug/mL frente a
dosis de radiacion de 150 Gy (SOS Chromotest) y 15 ug/mL de bleomicina. En los
ensayos se evaluaron esquemas de pre, co y post-tratamiento. Los resultados obtenidos
demuestran que el extracto protege al ADN a dosis mayores a 200 ug/mL, en las
variantes de co y post-tratamiento. Esto nos permite recomendar la evaluacion de este
producto en estudios preclinicos in vivo con el objetivo de utilizarlo para mitigar los

dafios generados por las terapias antineoplasicas.

Palabras claves: Ensayo SOS Chromotest; radioprotector; Carapa guianensis Aublet
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Abstract

Assessment of the radioprotector effect of the seed oil extract of Carapa

guianensis Aublet, in SOS Chromotest assays.

The seed oil extract of Carapa guianensis Aublet is a product consisting of a complex
mixture, whose components include polyunsaturated fatty acids and terpenoids. The aim
of this work was determined the protective potential of the oil extract on DNA against
gamma/bleomycin radiation on the SOS-Chromotest test (with and without metabolic
activation). Concentrations of 50, 200, 350, 500 and 1000 ug/mL of the extract were
used versus radiation dose of 150 Gy (SOS Chromotest) and 15 pg/ml bleomycin. In the
assay were assessed pre, co and post-treatment. The results show that the extract
protects DNA at higher doses 200 pug/mL, in the variants co and post treatment. This
allows us to recommend the evaluation in vivo preclinical studies in order to use it to

mitigate the damage caused by antineoplastic therapies.

Key words: SOS Chromotest assay; radioprotector; Carapa guianensis Aublet
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Introduccion

Carapa guianensis pertenece a la familia Meliaceae, es una planta medicinal muy
popular en varios paises del mundo, esta planta abunda en el Caribe especialmente en
Belice, Trinidad y Tobago y Cuba (Ferrari et al., 2007; Tonini et al., 2005), en Cuba es
conocida como Cedro Macho.

La caracterizacion del aceite de la semilla de Carapa guianensis Aublet reveld la
presencia de acidos grasos meristico, palmitico, oleico, linoleico, (Pinto, 1956; Teske,
1997) estearico acido araquiddnico y algunos tetraterpenoides. (Penido, 2005).

La deteccién de productos antioxidantes con capacidad radioprotectora es de vital
importancia y un tema de gran actualidad. La tendencia mas moderna en este sentido
estd centrada en evaluar la utilizacion de suplementos nutricionales antioxidantes en
cotratamientos con las terapias radioactivas/farmacos oncocitotéxicos en pacientes con
cancer.

Recientemente se demostrd el efecto antioxidante del extracto oleoso de la
semilla de Carapa guianensis Aublet mediante la administracion oral durante tres
semanas en ratas Sprague Dawley de ambos sexos, co-administradas con una sustancia
oxidante, el extracto protegidé a las células de la formacion de especies reactivas del
oxigeno inducidas con ciclofosfamida (Arencibia et al., 2013).

En los ensayos de seguridad, el extracto demostr6 no ser toxico al ser
administrado en dosis Unica de 2 000 mg/kg por via oral a ratas SD de ambos sexos
(Arencibia et al., 2013a) de igual forma en los ensayos de Ames (Narciandi et al., 2013),
cometa (Arencibia et al., 2013b), micronucleos (Arencibia et al., 2012), aberraciones
cromosdémicas (Arencibia et al., 2013c) y morfologia de la cabeza del espermatozoide
(Arencibia et al., 2013d) no fue citotoxico ni genotdxico tanto en modelos in vitro como
in vivo en ratas SD y ratones BALB.

Teniendo en cuenta estos antecedentes el objetivo de esta investigacién fue
determinar el potencial protector del extracto oleoso de Carapa guianensis Aublet sobre
el ADN frente a la radiacion gamma/bleomicina, en el ensayo bacteriano SOS-

Chromotest.
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Materiales y Métodos

Cepa bacteriana

Se empled la cepa de E.coli PQ-37 (Huisman y D'ari, 1984), de genotipo: (F thr leu his-4
pyrD thi galE galK o galT lac AU169 sr/300::Tn10 rpoB rpsL uvrA rfa trp::muc*
sfiA::mud(Ap, lac)cts). El medio de cultivo utilizado fue Luria-Bertani (Maniatis et
al.,1982) suplementado con 100 pg/mL de ampicillina (LBA). Los cultivos se dejaron
crecer durante toda la noche a 37°C en agitacién (100 rpm); posteriormente se diluyeron
en medio fresco (1/25) e incubaron a igual temperatura y agitacién, hasta alcanzar una
densidad éptica de 0,4 a 600 nm.

Extracto oleoso de la semilla de Carapa guianensis Aublet

El extracto oleoso de la semilla de Carapa guianensis Aublet (Meliaceae) que se utilizd
corresponde con el extracto de la firma Raintreen Nutrition bajo la marca de AMAZON
ANDIROBA OIL®., La semilla de Carapa guianensis Aublet fue colectada de Amazon
Rainforest (Parana, Brasil) de la especie (MG170789 MA 0404). Esta planta se distribuye
en zonas tropicales y subtropicales (Teske y Trentini, 1997). Estos arboles se localizan
principalmente en paises como: Belice, Guyana, Trinidad y Tobago y Cuba. Al obtener las
semillas se agregd N-hexano a razéon de 2 kg de semilla de Carapa guianensis
previamente secado y triturado. Se dejo en reposo durante 60 min y luego se filtrd al
vacio. El solvente se adiciond hasta que la muestra botanica del aceite se saturd y luego
fue removido reduciendo presidn. La densidad aparente del aceite (conservado a -20 °C
hasta su uso), fue calculada (0,81 g/mL).

Los principales componentes quimicos del aceite extraido de las semillas se agrupan en
dos fracciones (Qi et al., 2004): la fraccidon saponificable que constituye el 95-98 % del
aceite y la fraccién no saponificable que abarca entre el 2-5 %. Dentro de la fraccidon
saponificable se destacan como componentes mayoritarios los triacilglicéridos formados
por acidos grasos insaturados y polinsaturados tales como: los acidos linoleico (4-10 %) ,
oleico (55-50 %), palmitico (8-15 %), palmitolénico (1 %) , araquidoénico (1,2 %) vy
estearico (220, 000- 260,000 ppm). En cambio la fraccién no saponificable contiene una
mezcla de compuestos organicos bioactivos de taninos, triterpenos, flavonoides,
alcaloides y limonoides (andirobina y genudin). El método de analisis para la
cuantificacion de los mismos fue la cromatografia liquida con solventes organicos (Qi et
al., 2004). El extracto sdélido se disolvio en dimetilsulfoxido (DMSO) 0,2 % para su
estudio. Estudios previos demuestraron que el DMSO no tiene efecto genotdxico (Aye et
al., 2010).
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Irradiacion de las células

La irradiacion de las células se realizé en una fuente de ¢°Co (modelo PX-y-30M, Rusia), a
una temperatura de 2 + 0,5°C. La actividad de la fuente disminuyé mensualmente a
razén del 1%. El valor de la tasa de dosis estuvo entre 33-42 Gy/min, dependiendo de la
fecha en que se desarrollaron los experimentos. La dosis absorbida fue calculada

utilizando el dosimetro Fricke (Prieto y Cafiet, 1990).

Ensayo SOS Chromotest (variante fluorescente)

Los ensayos para la determinacion de actividad B-galactosidasa y fosfatasa alcalina se
desarrollaron siguiendo el procedimiento descrito por Quillardet et al., (1989), pero con
modificaciones para el uso de sustratos fluorescentes (Cuétara et al., 2003).

Los cultivos bacterianos se dejaron crecer hasta una D.Oeoonm de 0,4, posteriormente
fueron diluidas (1/10) en un medio LBA (2X) y distribuidos en viales estériles (a razéon de
500 uL por vial). Las concentraciones finales evaluadas del extracto fueron: 50, 200,
350, 500 y 1000 pg/mL y los experimentos se realizaron empleando una dosis de 150
Gy, escogida sobre la base de su potencialidad para inducir dafio primario. En los
ensayos con activacion metabdlica se afiadieron 50 uL de la fraccion S, y bleomicina (15
ug/mL) como control positivo; en los desarrollados sin activacién metabdlica, se
utilizaron 50 puL de agua destilada estéril y como control positivo se irradié el cultivo sin
el extracto. En ambos casos el control negativo consistié en células sin el extracto y sin
tratamientos. Todos los viales fueron incubados durante 30 minutos a 8°C y se irradiaron
a 150 Gy incubaron durante 2 horas a 37°C para su recuperacion. En la realizacidon del
ensayo se siguido un esquema de cotratamiento y posterior a la recuperacion celular se
realizaron los ensayos enzimaticos para la determinacién de la actividad B-galactosidasa
y fosfatasa alcalina.

Para la determinacion de la actividad p-galactosidasa se distribuyeron 13 pul de las células
tratadas en placas para ELISA, que contenia 110 pl de buffer Z por pocillo. Estas placas,
se incubaron durante 20 minutos a temperatura ambiente y luego, a cada pocillo, se le
adicionaron 26 pl de 4-metil umbelliferil B-D galactopirandsido a una concentracion de
0,39 mg/mL preparado en buffer T. Las placas se incubaron 40 minutos en la oscuridad a
temperatura ambiente e inmediatamente se pasaron a placa de lectura.

Para la determinacién de la actividad fosfatasa alcalina se distribuyeron 13 ul de las
células tratadas en placas para ELISA que contenia 110 ul de buffer T. Se incubd 20
minutos a temperatura ambiente y se adicionaron 26 ul de 4-metil umbelliferil fosfato a
una concentracion de 0,13 mg/mL preparado en buffer Dietanolamina. Las placas se
incubaron 40 minutos en la oscuridad a temperatura ambiente e inmediatamente se

pasaron a placa de lectura. En ambos ensayos enzimaticos, la fluorescencia se midié con
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un lector de placas para ELISA, SUMA PR-531 (CIE), segun las indicaciones del

fabricante.

Calculo del factor de induccién SOS (FI)
Como criterio de genotoxicidad se utilizd el Factor de Induccion SOS (FI) y se calculd

segun la férmula siguiente (Ysern et al., 1990):

B —galactosidasa (i)

_ fosfatasa alcalina (i)
~ B-galactosidasa (c)
fosfatasa alcalina (c)

Fl

donde (i) y (c), son los valores de fluorescencia para la concentracion evaluada y el
control negativo del experimento, respectivamente. Se realizaron tres experimentos
independientes para la cepa en estudio, con cuatro réplicas por muestra.
Calculo del por ciento de genotoxicidad remanente (%GR)
El por ciento de genotoxicidad remanente (%GR) se determind para cada una de las
concentraciones evaluadas del extracto como se indica a continuacién.
Fi(le) - FI(Be)

FI(l) - FI(B)

donde FI (Ie) es el dafio inducido en células irradiadas en presencia del extracto, FI (Be)

%GR =100 x

es el dafio inducido por el extracto sin irradiar, FI (I) es el dafio inducido por radiaciones
gamma (control positivo) y FI (B) es el dafio inducido en el control negativo. El %GR fue
calculado a partir de tres experimentos independientes con cuatro réplicas cada uno.

Para la determinacion de esta variable se evaluaron varios esquemas de tratamientos

Analisis estadistico
Se calcularon los valores medios de FI, %GR para cada dosis y sus controles, de
manera independiente para cada tratamiento. Posteriormente se verificaron los
supuestos distribucionales de aproximacién para una distribucién normal (prueba de
Kolmogorov-Smirnov) y se aplico la prueba de Levene para determinar homogenicidad.
Para la comparacion de medias en todos los ensayos se utilizo la prueba Tukey.
De forma global, los analisis se efectuaron con el software STATISTICA 6.1. En todos los

casos se consideraron significativos los valores de p<0,05.

RETEL Sertox © Copyright 2003



http://www.sertox.com.ar/modules.php?name=Content&pa=list_pages_categories&cid=10

[retel]

revista de toxicologia en linea

Resultados y Discusion

Determinacién del potencial genotoxico del extracto oleoso de la semilla de
Carapa guianensis Aublet

Con el objetivo de determinar las concentraciones y condiciones experimentales para el
ensayo de antigenotoxicidad en SOS Chromotest, se evalué primeramente el efecto
genotéxico del extracto, mediante la determinacion del factor de induccion SOS (FI). Con
este propdsito, se considerd el criterio emitido por Kevekordes et al. (1999); para el caso
especifico de productos de origen natural. Segun dichos autores, un compuesto de esta
clase se considera como genotodxico cuando el factor de induccién SOS (FI), a la dosis
dada, es igual o superior a dos.

En la figura 1 se muestran los valores de FI inducidos por las diferentes
concentraciones del extracto ensayadas (50, 200, 350, 500 y 1000 pg/mL). Como se
puede apreciar, en el caso de los experimentos realizados en ausencia de activacion
metabdlica, todos los FI calculados para las muestras en ensayo, resultaron similares en
magnitud al FI del control negativo e inferiores a dos. Al realizar la comparacion
estadistica entre los valores medios de FI no se detectaron diferencias significativas entre
las cuatro concentraciones estudiadas ni con relacidon al control negativo. Resultados
completamente diferentes se obtienen de la comparaciéon de los diferentes tratamientos
respecto al control positivo, tanto la bleomicina como las radiaciones generaron valores
de FI mayores a 5 sin diferencias significativa entre ellos.

Al analizar los resultados obtenidos en presencia de la fraccion S9, se encontré
gue la FI siguié un comportamiento semejante al de los experimentos efectuados sin S9.
Esta evidencia sugiere que la presencia de activacion metabdlica no altera la
genotoxicidad del extracto, a diferencia de lo reportado para otros compuestos ricos en
acidos grasos (Rice-Evans, 1995 y Williams et al., 2004). Lo que se debe
fundamentalmente a que: 1) alguno o varios de los componentes del extracto inhiban las
enzimas de Fase I, predominantes en la fraccion microsomal; 2) las transformaciones
biogquimicas que promueven las enzimas de la fraccion no modifican el potencial
genotoxico del producto. En el ensayo tampoco se detectaron para los tratamientos
diferencias significativas entre los que presentaron activacion metabdlica (S9) y los que
no, lo que sugiere que en proximos ensayos se puede prescindir de esta variable.

En general, las determinaciones anteriores de FI guardan relacion con lo
encontrado por Rodeiro et al., (2006); quiénes reportaron con el empleo de una variante
del ensayo de Ames que varios extractos oleosos de plantas aromaticas no resultaron
mutagénicos en un rango de concentraciones entre 200 y 5000 ug/por placa; tanto en

presencia como en ausencia de activacién metabdlica.
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Paralelamente los estudios efectuados con los &cidos grasos componentes

mayoritarios del extracto, demuestran que estos no provocan efectos genotdxicos sobre
linfocitos de sangre periférica humana (ensayo de induccidon de micronucleos) e inhibe la

carcinogénesis de médula en machos de la rata F344 (Yoshimi et al., 1996).

Determinacién del potencial antigenotéxico del extracto oleoso de la semilla de
Carapa guianensis Aublet

Para la evaluacion del potencial radioprotector del extracto oleoso se recurrio a
la determinacion del por ciento de genotoxicidad remanente (%GR) mediante el ensayo
SOS Chromotest. En este caso, la disminucion del parametro %GR respecto al 100%
(control positivo), constituyd el indicio apropiado para establecer el caracter
radioprotector del compuesto investigado.

En la figura 2A se muestran los valores de %GR calculados para las diferentes
concentraciones del producto. Los resultados demuestran que el pre y post-tratamiento
con el extracto no ejercen ningun efecto en la disminucidén del %GR, siendo estos
similares al control positivo. En cambio, el co-tratamiento de las células con el extracto y
la bleomicina provoca una disminuciéon en los valores de %GR con respecto al control
para todas las concentraciones evaluadas. El efecto antigenotdxico es dosis dependiente
hasta la concentracién de 500 pg/mL, a partir de la cual no se observa mas disminucion.

Al analizar el efecto del extracto en la disminucidon de la genotoxicidad generada
por la radiacién gamma (figura 2B), se observa que al igual que en lo referente a la
bleomicina el pre-tratamiento no tiene ningun valor biolégico. A diferencia de este
resultado el co y post-tratamiento disminuyen exitosamente los valores de %GR con
respecto al control positivo. En ambos casos esta disminucién es dosis dependiente y al
comparar entre si ambos tratamientos se evidenciaron diferencias significativas para
todas las concentraciones evaluadas. El mejor efecto en la disminucién del dafio se logré
con la mayor dosis (1000 pg/mL) evaluada en la variante de co-tratamiento.

Cuando se combinan los efectos de la bleomicina y las radiaciones con las células
y el extracto se denota un comportamiento similar al observado frente a las radiaciones
(figura 2C). En este caso particular el efecto radioprotector se evidencia en el co-
tratamiento a partir de la dosis de 200 pg/mL mientras que en el post-tratamiento a
partir de la dosis de 500 pg/mL. En ambos casos los efectos son diferentes
significativamente entre ellos y con respecto a los valores obtenidos en la proteccion
contra las radiaciones.

Los datos anteriores sugieren que en E. coli PQ37: 1) el extracto oleoso de
Carapa guianensis Aublet presenta caracter antigenotodxico contra la bleomicina cuando
se emplean dosis superiores a 200 ng/mL en el esquema de co-tratamiento 2) el extracto

oleoso de Carapa guianensis Aublet presenta caracter radioprotector contra la radiacion
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gamma, cuando se emplea a una concentracion igual o superior a 50 ug/mL en el

esquema de co-tratamiento y superior a 200 ug/mL en el esquema de post-tratamiento;
3) el extracto presenta caracter protector contra la accién combinada de la bleomicina y
la radiacion gamma con dosis superiores a los 200 ug/mL 4) los componentes de este
extracto vegetal ejercen radioproteccion a través de un mecanismo antigenotodxico.

Los resultados negativos obtenidos en el esquema de pre-tratamiento evidencia
la incapacidad del extracto para inducir en las células evaluadas un estado protector
capaz de proteger a la célula. En cambio los resultados obtenidos en el post-tratamiento
después de la radiacion gamma demuestra la induccién de un posible efecto reparador
por alguno de los componentes del extracto. En el esquema de co-tratamiento los
resultados estan mas en concordancia con lo reportado por diferentes autores (Rosario et
al., 2009) y la determinacion de los mecanismos por los cuales ejerce la accion
protectora merita la evaluaciéon con otras técnicas mas especificas.

La actividad genoprotectora de algunos productos naturales se atribuye
primariamente a la presencia en estos de compuestos fendlicos y a su habilidad de
secuestrar radicales hidroxilo y superéxido (Chawla et al., 2005). Coincidentemente, este
efecto lo reportaron Garrido et al., (2004), para el Vimang, el cual protege contra la
generacion de especies reactivas del oxigeno inducida por bleomicina.

Se concluye que el extracto evaluado mostré un efecto protector sobre el ADN

con dosis mayores a 200 ug/mL, en las variantes de co y post-tratamiento.
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Figura 1. Induccion de la respuesta SOS en E. coli PQ37 frente al extracto oleoso de la
semilla de Carapa guianensis Aublet (ensayo SOS Chromotest). Los controles positivos
utilizados fueron bleomicina (15 mg/mL) y radiacion gamma (150 Gy). Cada valor
representa la X = DE de cuatro experimentos independientes con cuatro réplicas cada
uno. Letras iguales no difieren significativamente para la prueba de Tukey (p < 0,05).
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Figura 2A. Genotoxicidad remanente (%GR) en E.coli PQ37 generado por el extracto
oleoso de la semilla de Carapa guianensis Aublet frente a bleomicina (15 mg/mL). Cada
valor representa la X £ DE de tres experimentos independientes con cuatro réplicas cada

uno. Letras iguales no difieren significativamente para la prueba de Tukey (p < 0,05).
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Figura 2B. Genotoxicidad remanente (%GR) en E.coli PQ37 generado por el extracto
oleoso de la semilla de Carapa guianensis Aublet frente a las radiaciones y (150 Gy).
Cada valor representa la X = DE de tres experimentos independientes con cuatro réplicas
cada uno. Letras iguales no difieren significativamente para la prueba de Tukey (p <
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Figura 2C. Genotoxicidad remanente (%GR) en E.coli PQ37 generado por el extracto
oleoso de la semilla de Carapa guianensis Aublet frente a las radiaciones y (150 Gy).
Cada valor representa la X = DE de tres experimentos independientes con cuatro réplicas
cada uno. Letras iguales no difieren significativamente para la prueba de Tukey (p <
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