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Resumen

La quimioprevencion representa una estrategia prometedora, mediante la cual, el uso de
agentes naturales puede disminuir la velocidad, detener o revertir enfermedades relacionadas
con las mutaciones. Los organismos estan expuestos constantemente a agentes ambientales
que pueden dafiar al DNA y posibilitar un acimulo de mutaciones. Entre ellos se encuentra la
radiacion ultravioleta solar, implicada en la patogénesis de diversas enfermedades por ejemplo
el cancer de piel. Un amplio espectro de compuestos naturales han demostrado sus
propiedades quimiopreventivas frente a disimiles agentes que dafian al DNA. En este sentido,
el estudio mutagénico y antimutagénico de mezclas complejas en extractos vegetales,
utilizados en la medicina verde, amplian el conocimiento acerca del potencial terapéutico

contenido en la flora medicinal.

La presente investigacién ha sido realizada con la finalidad de evaluar el extracto aceites
esenciales de Cymbopogon citratus (DC) Staff, como agente capaz de proteger al DNA del
dafo inducido por la radiacién UVC. Para ello se empled el ensayo SOS Chromotest y
Sobrevivencia bactareiana. Primeramente se trataron células de E. coli cepa PQ37 con
diferentes concentraciones del extracto para seleccionar aquellas que no fuesen citotoxicas ni
genotoxicas y emplearlas en los experimentos de proteccion. Concentraciones de 0.1,0.5,1y
2mg/ml, no produjeron citoxicidad ni genotoxicidad. A continuaciéon, las  células fueron
expuestas al extracto antes, durante y después de la irradiacion con 1 J/m? de UVC, con el
objetivo de detectar la capacidad fotoprotectora del extracto. El extracto es antigenotdxico
frente a la UVC. Con el fin de dilucidar el mecanismo de accién de dicha fraccién, se irradiaron
las células con UVC y luego se trataron con las diferentes concentraciones de extracto.
También se midi6 los valores de transmitancia del extracto. Los resultados obtenidos
evidenciaron que el extracto fue capaz de proteger al DNA frente a la radiacion UVC. Su
accion protectora se lleva a cabo por vias desmutagénicas, quedando inconclusa la

posibilidad de que también actue por vias bioantimutagénicas.
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Lista de abreviaturas, simbolos y féormulas quimicas

Cc: Cymbopogon citratus

CPD: dimeros de pirimidina cis—syn ciclobutano

DMSO: Dimetilsulfoxido

DNA: acido desoxirribonucleico

DSBs: roturas de doble-cadena

E. Coli: Escherichia coli

EGC: epigalactocateqina

ENU: N-etil-n-nitrosourea

EPA: Programa de Genotoxicidad de la Agencia de Proteccion Ambiental de EEUU
EPA: Programa de Genotoxicidad de la Agencia de Proteccion Ambiental de EEUU

IARC): Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer de la Organizacién Mundial de
la Salud

MMS: Metilmetanosulfonato

NaCl: Cloruro de sodio

NADH: coenzima nicotinamida adenina dinucleétido hidrogenado.
NER: Reparacion por escision de nucleétidos

OH-: radical hidroxido

SSBs: roturas de simple cadena

UV: radiacion ultravioleta

UVA: radiacion ultravioleta tipo A

UVB: radiacion ultravioleta tipo B

UVC: radiacién ultravioleta tipo C
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| Introduccion

La era industrial trajo aparejado la inclusion al mundo de nuevas sustancias
quimicas, las cuales han contaminado y transformado el medio ambiente.
Existen multiples informes sobre los dafios que ellas ocasionan al suelo, al
agua, a la vida silvestre y a la salud humana (Hecht, 2002; Rajaguru et al.,
2003). Muchas de estas sustancias se conocen con el nombre de agentes
genotoxicos, ya que afectan al DNA (Hoffmann, 1996) y los componentes
asociados (Brusick, 1987). Estos dafios pueden ser evaluados usando estudios
de genotoxicidad, los cuales adquieren cada dia mayor importancia a nivel
mundial. Algunas de estas sustancias son responsables del incremento en el
grado de mutacion de las células germinales (6vulos, espermatozoides y sus
precursores). Como consecuencia puede provocar el aumento de la incidencia
de las enfermedades genéticas en futuras generaciones. También son
responsables de la existencia de una estrecha relacion entre la inestabilidad
gendmica de células somaticas con las enfermedades degenerativas cronicas
(Hecht, 2002; Mortelmans, 2004).

El deterioro de la capa de ozono producto a determinados contaminantes
quimicos como los clorofluorcarbonados, ha traido aparejado el incremento de
las radiaciones solares sobre la superficie terrestre. Dentro de estas
radiaciones encontramos la luz ultravioleta, capaz de causar lesiones al DNA.
Es en los ultimos afios que se ha prestado especial interés a los efectos
nocivos de las mismas, siendo los mas comunes, el fotoenvejecimiento de la
piel, fotosensibilizacién, inmunosupresion y fotocarcinogénesis (Black et al.,
1997; Claerhout et al., 2006; Gallagher y Lee, 2006).

La radiacién UV induce dos tipos de lesiones fundamentales al DNA causantes
de la muerte celular y de las mutaciones: los dimeros de pirimidina (CPDs) y
6-4 fotoproductos (6-4PPs). Ellos distorsionan localmente la doble hélice
interfiriendo en el apareamiento de las bases complementarias lo cual produce
una pequefia elevacién de la cadena afectada. Los CPDs son los mas

abundantes y los mas citotoxicos. Ademas, son los principales responsables de



los dafios agudos de la piel, debido a su abundancia, lenta reparacion y

mutagenicidad distintiva (Sinha y Hader, 2002).

Ante estos riesgos los investigadores han tratado de buscar agentes que
protejan de tales dafios, para ello recurrieron a las plantas que han sido
utilizadas como fuentes de principios activos desde hace tiempo en la medicina
natural (Balunas y Kinghorn, 2005). Estas constituyen la fuente principal de
obtencion de agentes protectores del DNA, los cuales, en su inmensa mayoria,
son metabolitos secundarios (Monroe y Mansukh, 1993). Muchos de los
estudios sobre proteccion al DNA se concentran en la evaluacion del extracto
completo, otros en el extracto fraccionado y en algunos casos en algun
constituyente aislado. Actualmente se buscan los agentes fitoprotectores de las
mismas con el fin de desarrollar medicamentos naturales con un minimo
impacto sobre la salud en comparacion con las sustancias quimicas. En
general, los flavonoides, acidos fendlicos y los alcaloides, han sido avalados
por la literatura cientifica especializada como categorias de fitocomponentes
capaces de proteger al material genético de las células del stress xenobidtico
(Yusuf et al, 2007).

Especies de plantas y algas como Camelia sinensis (t& verde) (Yusuf et al,
2007), Halimeda incrassata (Ellis) Lamoroux (Costa, 2008) y Bryothamnion
triquetrum (S.G.Gmelin) M. How (Gonzalez-Pumariega, 2008) han sido

estudiadas con estos propositos.

Cymbopogon citratus (DC) Staff es conocida en nuestro pais como Cafa Santa
y es una de las plantas medicinales mas consumidas por la poblacién en forma
de decoccion. Es una hierba perenne, robusta, de tallos muy ramificados. Esta
planta ha sido avalada como analgésico, antinflamatorio, antiasmatico,
expectorante, hipotensor y antiéspasmodico, entre otras propiedades (Capiro,
2004). También ha sido demostrado que actia como radioprotector frente a la
radiacion gamma (Cuétara, 2003). Ademas tiene efecto protector frente a
mutagenos directos y promutagenos como: Metilmetanosulfato(MMS), N-etil-n-

nitrosourea (ENU) y juglona entre otros (Balunas y Kinghorn, 2005).

En tal sentido la presente investigacién se propone como Hipoétesis: La
fraccion de aceites esenciales de Cymbopogon citratus (DC) staff posee

propiedades protectoras al DNA frente a la radiacién UVC en Escherichica coli.



Para ello nos proponemos el siguiente Objetivo general:

Determinar el efecto protector de la fraccién de aceites esenciales de C.citratus

sobre el DNA de E. coli frente a la irradiacién con luz UVC.
Para esto se desarrollaron los siguientes Objetivos especificos:

- Evaluar la genotoxicidad y citotoxicidad de la fraccion de aceites esenciales
de C.citratus empleando el ensayo SOS Chromotest y Sobrevivencia

bactareiana.

- Evaluar la capacidad de la fraccién de aceites esenciales de C.citratus de
disminuir o inhibir el dafio producido por la luz UVC empleando el ensayo SOS

Chromotest y Sobrevivencia bacteriana.

- Dilucidar los posibles principios de accion fotoprotectores por los que actua la

fraccion de aceites esenciales de C.citratus.



Il Revision bibliografica
1.1 Genotoxicidad.

La toxicologia genética es una disciplina cientifica que estudia los llamados
toxicos genéticos o genotoxinas, asi como los mecanismos de accion que
producen dafio a los componentes hereditarios de los sistemas vivos (Brusick,
1987). La toxicidad que afecta al material genético y que manifiesta una
expresion retardada en el tiempo se denomina genotoxicidad (Hofnung y
Quillardet, 1985). En tal sentido, aquellos agentes fisicos y quimicos que dafian
la molécula de DNA (Hoffmann, 1996) y los componentes asociados (Brusick,
1987) se denominan genotoxinas o agentes genotoxicos. Algunas genotoxinas
son capaces de incrementar la tasa de mutacion espontanea de las células,
siendo clasificadas como mutagenos (Benjamin, 2001). Por otro lado, aquellas
capaces de aumentar la tasa de aparicion de un tumor se denominan
carcinogenos (Celi, 2009). Cuando las mutaciones ocurren en las células
germinales (6vulos, espermatozoides y sus precursores), pueden provocar el
aumento de la incidencia de las enfermedades genéticas en futuras
generaciones (Bernstein et al, 2002). Por otro lado, la ocurrencia de las
mismas en células somaticas pudiera estar relacionado con patologias como el
cancer, la aterosclerosis, los procesos neurodegenerativos e incluso con
procesos naturales como el envejecimiento (Hecht, 2002; Mortelmans y Rupa,
2004).

Los toxicos genéticos pueden ser de naturaleza fisica o quimica y son
constituyentes del entorno ambiental al cual estamos expuestos diariamente.
Dentro de los mutagenos quimicos mas frecuentes podemos encontrar las
aminas aromaticas, los metales pesados y los agentes alquilantes (Guengerich
y Shimada, 1998; Rizki et al., 2002; Rizki et al., 2004). Los mutagenos fisicos
mas estudiados son las radiaciones ionizantes. Se pueden clasificar en:
ondulatorias y corpusculares (rayos X y gamma); o en particulas subatémicas
(rayos a y B, los protones acelerados, los neutrones, etc.) (Lacadena, 1996). A
pesar de ser menos estudiadas las radiaciones no ionizantes, en particular la
luz ultravioleta, ha sido objeto de interés actual. La continua degradacion que
sufre la capa de ozono ha propiciado un aumento de la incidencia solar sobre

la tierra, y con ello, los efectos dafiinos sobre los sistemas vivos. Como



consecuencia, recientes investigaciones se han inclinado al estudio de su

efecto perjudicial, en especial sobre la salud humana.

1.2 Radiacién Ultravioleta.

La radiacion solar constituye la fuente de energia primaria en la mayoria de los
ecosistemas. Sin embargo, niveles excesivos de la misma resultan
perjudiciales para la integridad de estos sistemas naturales. Gran parte de este
efecto se debe a la incidencia de las radiaciones ultravioleta (UV), que

constituyen las mas energéticas dentro del espectro solar que llega a la tierra.

Las radiaciones UV abarcan un rango de longitudes de ondas entre los 100 y
los 400 nm. Se clasifican de menor a mayor energia en: ultravioleta A (UVA) de
los 400 a 320 nm (Afaq et al., 2002); ultravioleta B (UVB) 320-280 nm vy
ultravioleta C (UVC) 280-100 nm (Bernerd et al., 2003). Debido a la presencia
de la capa de ozono en la estratosfera, las radiaciones con longitudes de onda
menores a 290 nm son absorbidas. Sin embargo, este tipo de radiacién es
emitida por fuentes artificiales tales como lamparas germicidas y lamparas de

arco de mercurio (Gonzalez-Pumariega, 2008).

Durante las ultimas décadas se ha alterado el equilibrio de los niveles de ozono
en la atmdsfera debido a la actividad industrial. Este desbalance ha propiciado
un aumento en la incidencia de la radiacion ultravioleta (Vifiegla, 2000), y con
ello la presencia de radiaciones que anteriormente no llegaban a la superficie

terrestre.

Hasta el momento muchos estudios epidemioldgicos han demostrado que la
luz solar produce efectos dafinos a los seres humanos. La Agencia
Internacional para la Investigacion del Cancer de la Organizacion Mundial de la
Salud (IARC) incluye a este agente dentro del grupo de carcinégenos

humanos.

11.2.1. Efectos daininos de la luz ultravioleta.

El efecto de la radiacion UV sobre los seres vivos se ha evaluado a diferentes
niveles: molecular, celular, individual y de ecosistema. Se conoce que a nivel

molecular existen diferentes blancos vulnerables a la radiacion UV. Aquellas



moléculas capaces de absorber la luz UV son conocidas como cromoforos.
Ejemplo: aminoacidos como el Triptéfano y la Tirosina que absorben
principalmente la radiacion UV. También el NADH, quinonas, flavinas,
porfirinas, 7-dehidrocolesterol, y el &cido urocanico (Kulms y Schwarz, 2000;
Trautinger, 2001).

La absorciéon de los fotones por parte de los cromoéforos desencadena una
serie de reacciones fotoquimicas que traen cambios a la célula. Estas
radiaciones juegan un papel importante en la patogénesis de algunas
enfermedades como: La fotocarcinogénesis (Claerhout et al., 2006; Gallagher y
Lee, 2006), el fotoenvejecimiento de la piel y fotosensibilizacion (Fisher, 2005)
y la inmunosupresion (Trautinger, 2001; Ke et al., 2008).

Se ha evidenciado que la radiacion UV favorece el estrés oxidativo,
aumentando la cantidad de radicales libres en el organismo (Epe y Kielbassa,
2000). A nivel celular la actividad de estas especies quimicas resultan ser
citotoxicas y causan aberraciones cromosomicas. Las mismas son producidas
por modificaciones quimicas que sufren las bases y los azucares del DNA al
reaccionar con los radicales libres, especialmente con el OH (Harman, 1992;
Randerath, 1992; Higuchi y Lin, 1995)

Un blanco molecular de gran relevancia biolégica lo constituye acido
desoxirribonucleico (Young et al, 1998). Como consecuencia se pueden
originar dimeros de pirimidinas entre bases adyacentes de una misma cadena
de DNA. Los dimeros pueden ser de tipo ciclobutano (CPDs) aproximadamente
entre 70 a 80% y el 6-4 fotoproducto pirimidina pirimidona (6-4PPs)
aproximadamente entre 30 a 20% (Hsin-Lung et al., 2005; Malka et al., 2006).
Los mismos producen una alteracién estructural en la molécula de DNA, por lo
que interfieren en la replicaciéon y transcripcion del DNA. Ademas, pueden
causar mutaciones y muerte celular (Rajeshwar et al., 2001). El tipo de
mutacién mas frecuente que se fija a partir de estas lesiones es una transicion

de citosina a timina (Ananthaswamy et al., 1997).

Otros tipos de lesiones producidas por la luz UV al DNA, son las indirectas.
Ejemplo de estas tenemos: roturas de simple y doble-cadena (SSBs y DSBs,
respectivamente) (Jiang et al., 2007) y entrecruzamientos DNA-proteina, sitios

labiles al alcali (Verschooten et al., 2006). Otro dafio bien estudiado es la



formacion de 8-oxo-7,8-dihidro-29-deoxiguanosina (Wenczl et al., 1997). Segun
Epe y Kielbassa (2000) este genera transversiones tipo G:C a TA

principalmente durante el proceso de replicacion.

Los CPDs son considerados las lesiones mas mutagénicas basado en su
abundancia, lenta reparacién y mutagenicidad distintiva (Yoon et al., 2000; You
et al., 2001). Kripke y colaboradores plantearon en 1992, que los CPDs juegan
un papel esencial en la induccién de inmunosupresién y carcinogénesis
producida por la UV. Afios mas tarde Jans y colaboradores (2005), confirmaron
que los CPDs son los responsables de la mayoria de los dafios agudos en la
piel y la induccion de mutagénesis. Dentro de las longitudes de ondas del
rango UV las de tipo C son las que mas originan la formacion de dimeros y en
particular los CPD (Perdiz et al., 2000).

Las lesiones producidas por las radiaciones UV se pueden reparar directa o
indirectamente. La primera forma consiste en que los nucledtidos alterados se
devuelven a su estructura original correcta y la segunda los nucleétidos

alterados son reemplazados por otros normales (Voet y Voet, 2002).

La reparacion directa esta a cargo de una enzima llamada fotoliasa que utiliza
la energia tomada de la luz para romper las uniones covalentes que conectan
las pirimidinas en un dimero (Thompson y Sancar, 2002). Estas fotoliasas estan
presentes en muchos organismos, pero ausentes en mamiferos placentarios,

los cuales dependen de mecanismos de reparacion indirectos (Weber, 2005).

El mecanismo indirecto de reparacion de los CPD por excelencia es el de
reparacion por escisién de nucledtidos (NER) (Lima-Bessa y Menck, 2005),
presente en todas las células. En general participan un grupo de enzimas:
helicasas, endonucleasas, polimerasas y ligasas que eliminan el CPD (Costa et
al., 2003). También los mecanismos denominados Reparacién por
recombinacion o Recombinacion postreplicativa y el sistema de reparacion
SOS (Voet y Voet, 2002) son capaces de reparar los CPD. Este ultimo
mecanismo se desencadena en caso de muchas lesiones que afecten la
viabilidad celular, y posibilita la supervivencia celular aunque induce la

formacién de mutaciones.

Algunas mutaciones pudieran ocurrir en ciertos genes cruciales como los que

participan en la reparacion o la regulacion del ciclo celular, como por ejemplo el



gen supresor de tumores p53. Los genes supresores actuan como reguladores
negativos del crecimiento celular, por lo que cambios en su estructura
afectarian su funcionalidad. Si a esto se le afiade la sobreexpresién de ciertos
oncogenes que actlian como reguladores positivos del crecimiento,
aparecerian alteraciones en el patron de desarrollo celular que propiciarian la
formacion de tumores (Urbach, 1997). Los tumores de piel constituyen un
ejemplo de este fendmeno. Estos pueden ser de tipo no melanoma, de mayor
frecuencia en la poblacion o de tipo melanoma maligno, con menor
representatividad. Sin embargo, dada su agresividad, este Ultimo, es el
responsable de la mayoria de los fallecimientos ocasionados por cancer de piel
(Soughton y Polsky, 2002).

1.3 Antigenotoxicidad.

La Antigenotoxicidad es la rama de la Toxicologia Genética encargada de
estudiar los agentes protectores del dafio genotéxico (Hancharova, 1996). En
particular la antimutagénesis es el estudio de los procesos mediante el cual se
reducen las frecuencias de mutaciones espontaneas o inducidas. Basandose
en este concepto, la acciéon antimutagénica de un compuesto se define como
su capacidad para disminuir o evitar el dafio mutacional en el DNA de la célula.
Por otra parte, la radioproteccién reside en reducir los efectos bioldgicos

adversos de las radiaciones en los organismos vivos (Littlefield et al., 1993).

Los antimutagenos se pueden clasificar como desmutagenos o
bioantimutagenos. Los desmutagenos interactian de forma directa con el
mutageno, modificAndolo quimica o bioquimicamente antes de que el mismo
alcance la molécula blanco. Los bioantimutagenos constituyen agentes
biolégicamente activos que interfieren con las funciones celulares que
determinan los procesos de mutagénesis o reparacion del DNA dafiado,
implicando una disminucion de la frecuencia de las mutaciones espontaneas e
inducidas (Kada, 1984).

Durante los ultimos afios ha sido notable el papel que juegan los compuestos
de origen natural sobre los procesos de quimioprevencion. Componentes
obtenidos de plantas y algas han mostrado poseer propiedades antioxidantes y

antimutagénicas. Es por esto que en las dos ultimas décadas se han reforzado



los trabajos de investigacion fundamentalmente en el aislamiento y
caracterizacion de fitocomponentes con actividad farmacolégica (Gurib-Fakim,
2006., Andrade et al., 2008).

1.4 Las plantas como fuente primordial de compuestos protectores del
DNA.

Las plantas se han utilizado como fuente de principios activos en la medicina
natural desde hace mucho tiempo. Inicialmente tomaron la forma de drogas
crudas, extractos y otras formulaciones herbales (Cuétara y Fuentes, 2006).
Basado en estas practicas empiricas se ha ido a la fundamentacion cientifica

de estas propiedades farmacoldgicas atribuidas por la poblacion.

Las plantas estan constituidas por mezclas de diferentes compuestos quimicos
(fitocomponentes), que son los responsables de estas propiedades
terapéuticas. Un ejemplo lo constituyen los metabolitos secundarios, cuya
presencia en la naturaleza es dificil de justificar. Ejemplo: polifenoles, terpenos,
flavonas, etc. Los mismos han formado la base de la medicina y proveen una
invaluable fuente de nuevas moléculas para la elaboracién de farmacos (Gurib-
Fakim, 2006).

Las plantas no solo contindan siendo una fuente importante en el
descubrimiento de nuevos farmacos, sino que también es posible aislar
moléculas susceptibles a ser transformadas, con el fin de optimizar una

determinada actividad bioldgica (Parra et al., 2005).

Los resultados de diversos estudios avalan las propiedades terapéuticas de las
plantas en la prevencion de enfermedades relacionadas con las mutaciones
(Rock et al., 2000; Collins, 2001; Mersch- Sundermann et al., 2004). Muchas
investigaciones se han encaminado al analisis de diversos extractos acuosos
de plantas y algas y en algunos casos se ha logrado aislar componentes

capaces de proteger al DNA.

Los polifenoles son los metabolitos secundarios mas estudiados como agentes
quimiopreventivos. A este grupo pertenecen los flavonoides, las antocianinas,

los taninos y lignanos. Se ha encontrado que los polifenoles presentan



propiedades antioxidantes, antimutagénicas, y anticarcinogénicas (Fergunson,
2001; Nguefack, 2004; Wozniak, 2004).

En 45 especies de plantas cubanas utilizadas en la medicina tradicional, se ha
demostrado su capacidad antioxidante (Ramos et al., 2003), lo cual posibilita
su uso como protectores frente a las radiaciones. Investigaciones llevadas a
cabo en productos como el Vimang, demostraron su capacidad protectora
frente a la radiacion gamma en diferentes estructuras celulares, como:

membranas, mitocondrias y el DNA (Nandi et al., 1997).

Otros estudios han revelado las propiedades radioprotectoras de los
polifenoles. Tal es el caso de una mezcla rica en taninos extraida de la corteza

del Pino Macho (Pinus caribaea Morelet) (Cuétara y Fuentes, 2006).

También se ha demostrado que el extracto acuoso de Phyllanthus orbicularis
HBK (especie endémica de Cuba), presenta propiedades antimutagénicas y
antioxidantes (Alonso y Almeida, 2008). Su potencial radioprotector frente a la
radiacion gamma fue demostrado en células microbianas. De igual forma, se
demostré la capacidad de disminuir el nivel de roturas en las hebras de DNA
generadas por la radiacion ionizante (Alonso y Almeida, 2008). También se
informd como una nueva propiedad antigenotdxica su capacidad fotoprotectora
frente a la radiacion UVC. Estudios posteriores han confirmado estas
propiedades quimiopreventivas en modelos celulares humanos. (Comunicacion

personal Vermhes, 2009).

En algunos extractos de plantas se han identificado componentes como los
alcaloides de la vinca (Catharantus roseus.), epipodofilotoxinas, taxanos, y
camptotecinas los cuales manifiestan propiedades anticancerigenas ante el

dafo provocado por la luz UV a la piel (Cragg y Newman, 2005).

La importancia de encontrar nuevas sustancias capaces de ejercer un efecto
protector frente a la luz UV es una de las ramas mas investigadas actualmente
en el campo de la medicina y la biologia (Verschooten et al., 2006). Esto
supone una estrategia de ampliacion y busqueda de alternativas a la
fotoproteccion en humanos. Algunas sustancias extraidas de plantas como el
glutation y vitaminas C y E (Niki, 1991), los carotenoides (Collins, 2001) y los

polifenoles (Abdala et al., 2001) han mostrado proteccién ante la luz UV.
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La genisteina (4', 5,7 trihidroxisoflavona) es una isoflavona que se encuentra en
plantas comestibles como la soya (Glycine max L.) y el orégano (Origanum
vulgare L.), que presenta propiedades antioxidantes, anticarcinogénicas y
quimiopreventivas frente a la radiaciéon UV (Wei et al., 1998). Del ajo (Allium
sativum L.) se ha extraido S-alilcisteina y S-alilmercaptocisteina, los cuales
revierten la inmunosupresion inducida por la luz UV y el acido urocanico (lde y
Lau, 1997).

Muchos estudios han sido llevados a cabo sobre las propiedades
fotoprotectoras de algunos fitocomponentes del té verde (Camellia sinensis (L.)
Kuntze) (Yang y Wang, 1993) se demostré que la epigalocatequina (EGC) (uno
de los polifenoles del té) era el supresor mas potente de la actividad
carcinogénica producida por la radiacion UV (Vayalil, 2003; Yusuf et al., 2007;
Mittal et al., 2009).

11.4.1 Cymbopogon citratus (DC.) Stapf.

La Cafia Santa (Cymbopogon citratus (DC.) Stapf) es una planta medicinal
consumida por la mayor parte de la poblaciéon en forma de decoccion,
principalmente por su agradable sabor. Entre sus aplicaciones medicinales se
destaca su uso como antihipertensivo (Carbajal et al, 1989). También se
emplea para remediar problemas gastrointestinales (Alves y Souza, 1960) y
como ansiolitico (Peigen, 1983). En las Islas Mauricio y en la Peninsula Malaya
es comun utilizarla contra la gripe, la fiebre y la neumonia (Farmacologia,
1985).

Al ser consumida por una gran parte de la poblacién mundial ha sido una

motivacion la realizacién de estudios sobre sus posibles efectos toxicos.

Estudios realizados en mamiferos han demostrado que el aceite natural y la
bebida en forma de infusiéon no son téxicos (Farmacologia, 1985; Dubey et al.,
2000), ni hipnéticos (Leite, 1986). Sin embargo Martinez et al., (2000)
demostraron que el extracto fluido al 30 % causa efectos nefrotoxicos y al 80 %
efectos hepatotoxicos en animales. Posteriormente se demostré que no habia

efectos adversos en ratones (Mus musculus), considerando patrones
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morfométricos e histologicos, los cuales no presentaron alteraciones, ni en

organos, ni alteraciones bioguimicas en sangre y orina (Misrha, 2001).

Referido a su capacidad de dafar el material hereditario y componentes
asociados, algunas investigaciones reflejan su capacidad no genotéxica (Silva,
1991; Zamith, 1993), ni mutagénica (Kauderer et al., 1991). Cuétara (2003)
demostré que concentraciones menores de 16 mg/mL del extracto acuoso de
C. citratus, no fueron genotoxicas. Posteriormente Capiro (2004), confirmé que
la decoccidon no causo alteraciones en el material genético de células

germinales y somaticas de Drosophila melanogaster.

También se han realizado varios estudios donde se ha demostrado sus
propiedades antigenotéxicas y antitumorales. Por ejemplo, Murakami et al.,
(1994), describieron las propiedades antitumorales del extracto total, mientras
que Vinitketkumnuen et al., (1994) refirieron sobre la actividad antimutagénica
del extracto etandlico. Este ultimo ademas, exhibié propiedades antitumorales
en modelos in vitro (Murakami et al., (1997). Otros autores probaron que una
soluciéon al 80 % del extracto etandlico mostré efectos inhibitorios sobre la

neoplasia de colon rectal en ratones (Suaeyun et al., 1997).

Posteriormente Puatanachokchai et al., (2002) evaluaron el efecto del extracto
total de Cafia Santa en fases tempranas del cancer de higado en ratas,
después de la iniciacion con dietilnitrosamina y concluyeron que este tenia un

efecto inhibitorio.

Otra propiedad referida fue su capacidad como radioprotector a
concentraciones de hasta 2 mg/mL (Cuétara, 2003). Capiro (2004) demostré
que la decoccién, protegié en células germinales y somaticas de Drosophila
melanogaster frente a mutagenos directos y promutagenos como:
metilmatanosulfato (MMS), N-etil-n-nitrosourea (ENU) y juglona, entre otros.
Gonzalez-Pumariega (2008) demostr6 en un ensayo ex vivo que a las
concentraciones evaluadas el extracto acuoso tenia un efecto fotoprotector.
Estudios recientes confirman estas propiedades fotoprotectoras del extracto
total, evaluados en diferentes ensayos bacterianos (Comunicacién personal

Gonzalez-Pumariega, 2011)
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Con el fin de identificar cuales de los fitocomponentes son los responsables de
estas propiedades beneficiosas, se han realizado estudios donde se evallan

fracciones de diferentes extractos totales C citratus.

111.4.2 Fraccion de aceites esenciales.

Dentro de la familia Poaceae, el género Cymbopogon, esta representado por
120 especies, con una variada combinacién de compuestos terpénicos en sus
aceites esenciales. Estos compuestos son usados en perfumeria, cosmética y
preparaciones farmacéuticas, entre las que se distinguen por su importancia C.

nardus, C. winterrianus, C. flexuosus, C. martiniy C. citratus.

En algunas especies foraneas se han logrado identificar el 89% de los
constituyentes de este aceite (Idrissi et al., 1993). En particular para la especie
cubana (C. citratus), aparece en la base de datos de Fitomed, el citral (70-80%)
como componente mayoritario de la fraccion de aceites esenciales. También
estan presentes otros fitoelementos como: el limoneno, linalol, geraniol,
metilheptona, diterpenos y citronelol (Fitomed, 1995). En un estudio realizado
con plantas colectadas en Cuba, Pino et al, (2000) informaron como

componente mayoritario, el citral con un 87% del total del aceite.

Pattnaik et al., (1995) informaron sobre la volatilidad de sus constituyentes
refiriéendose al geraniol, citronelol y nerol como compuestos volatiles.
Sustancias no volatiles también se han aislado de las partes aéreas de la
planta, entre las cuales se pueden mencionar flavonoides, acido cafeico,

fructuosa y sacarosa (De Matouscheck y Stahl-Biskup, 1991).

En varias publicaciones se ha informado que el aceite obtenido de las hojas de
C. citratus exhibe propiedades antimicrobianas frente a 42 microorganismos
(Ibrahim, 1992; Baratta et al., 1998; Cimanga et al., 2002a, 2002b). Se ha
registrado que los extractos de la planta, incluido el aceite esencial, tienen
accion bactericida sobre Escherichica coli (Ogulana et al., 1987),
Staphilococcus aureus, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa,
Streptococcus pneumoniae, S. pyogenes, Neisseria gonorhoeae y Clostridium
perfrigens (Onawunmi et al., 1984; Onawunmi et al., 1989; Syed et al., 1995;
Sa et al., 1995,1996; El-Kamali et al., 1998; Ahn et al., 1998), entre otras.
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Los estudios de toxicidad realizados a esta fraccién demuestran las
propiedades antimicrobianas del citral sobre bacterias y hongos (Guenther,
1950; Pattnaik et al, 1995). El geraniol y el nerol también poseen estas
propiedades, las cuales son reforzadas cuando se encuentran mezclados con
el mirceno (Onawunmi et al., 1984). Paiva en 1997, demostré que el mirceno y
el limoneno son capaces de causar nefropatia a nivel del tdbulo hialino en

ratones machos.

Por otra parte se han realizado muchos estudios en donde se ha reflejado la
actividad anticancerigena y antitumoral de algunos de sus componentes. Por
ejemplo, el mirceno demostré capacidad antimutagénica en células de mamas
(Kauderer et al, 1991). Ademas, el limoneno y el geraniol reflejaron
propiedades inhibitorias sobre el cancer de la membrana mucosa del higado y
del estdmago de ratéon. También existen evidencias de la accion del citral contra
los leucocitos P388 (Negrelle, 2007).

Il. 5 Ensayos de genotoxicidad y antigenotoxicidad.

El desarrollo de la industria farmacéutica trajo aparejado una masiva
producciéon de medicamentos que utilizan principios activos de determinadas
plantas. La evaluacion de la capacidad téxica y especificamente genotdxica
surge como una necesidad previa al uso de estos compuestos con propiedades
beneficiosas. Es por ello que las investigaciones relacionadas con el tema de la
genotoxicidad adquieren cada dia mayor importancia (Mahata et al., 2003;
Rajaguru et al.,, 2003). Por otro lado el estudio de las propiedades
antigenotéxicas proveen nuevas propiedades farmacoldgicas de los
compuestos presentes en las plantas. Ambos enfoques son abordados
mediante el empleo de ensayos capaces de detectar de manera directa e
indirecta, cualquier cambio en el material hereditario del biomodelo empleado,
inducido ya sea por agente dafino (Rajaguru et al., 2003) o por el agente

protector.

Ya para el afo 1990 se conocian mas de un centenar de ensayos de
mutagenicidad contemplados en el Programa de Genotoxicidad de la Agencia
de Proteccion Ambiental de EEUU (EPA) (De la Pefia et al., 1990).
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La factibilidad de determinado ensayo consiste en tres aspectos esenciales:
deben ser rapidos, confiables y baratos, sobre todo si se van a evaluar gran
cantidad de compuestos. En segundo nivel de analisis ya con un numero
reducido de productos, se podrian realizar otras pruebas mas costosas y
menos rapidas. La confiabilidad de un ensayo usado en los primeros niveles de
analisis de una investigacion, es critico para realizar una correcta tamizacion de

compuestos con propiedades genotoxicas (Brusick, 1987).

Para evaluar la toxicidad a nivel genético, la tendencia actual es el empleo de
ensayos a corto plazo que permitan la obtencion de resultados en intervalos de
tiempo relativamente cortos. A la rapidez hay que sumarle las ventajas
econdmicas y la de emplear grandes poblaciones en los ensayos.

Muchos de estos ensayos utilizan como biomodelos de experimentacion a
microorganismos, sobre todo bacterias, o cultivos celulares (Venitt y Perry,
1984). Dentro de estos tenemos los ensayos bacterianos basados en fusiones
transcripcionales de genes SOS, los cuales estiman el nivel de dafio primario
ocurrido en el DNA por medio de la cuantificacion del nivel de expresién de un
gen marcador. Dicho gen puede codificar para una proteina fluorescente o una
enzima que en presencia del sustrato apropiado desarrolla color o

fluorescencia (Fuentes, 1999).

1.5.1 Ensayo SOS Chromotest.

Uno de los ensayos mas utilizados para evaluar genotoxicidad es el ensayo
SOS Chromotest, el cual se basa en el sistema SOS de reparacion de dafios
genéticos en las bacterias. La respuesta celular de las bacterias ante agentes
que dafan su cromosoma o blogquean su replicacion se conoce como
respuesta SOS (Quillardet et al., 1982). La misma constituye una respuesta de
emergencia celular a partir de la cual se inducen mas de 40 productos génicos
(sfiA, sfiB, uvrA, uvrB, uvrC, recA, umuC, umuD, polA, dinD, entre otros), y
donde la expresién, la regulacion y la modulacién de dichos genes es mediada

por el circuito recA/lexA (Litle, 1984).

La mutagénesis SOS se considera un estado especializado diferenciado para

cambio genético, donde éste ocurre como consecuencia de la reparaciéon del
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dafno.

El primer ensayo de induccion de genes SOS para la evaluacién de efecto
mutagénico, se conoce como SOS Chromotest (Quillardet et al., 1982), el cual
utiliza una cepa (PQ- 37). Actualmente el test de induccién de genes SOS
cuenta con una bateria de cepas de E. coli que portan fusiones del fago Mu

(Ap,lac)cts (u otros fagos) con otros genes SOS como umu, din, rec, uvr.

La cepa (PQ-37) fue construida por transducciéon especializada utilizando el
fago Mu (Ap, lac) cts, (Casadaban y Cohen, 1979). La misma porta la fusion
SfiA:: Mu (Ap,lac) cts en donde se encuentran los genes estructurales del
operon lactosa de E. coli sin su promotor. También se encuentra el gen de la b-
lactamasa, para resistencia a ampicillina. Al ocurrir la integracion dentro del gen
SOS en la direccidon de la transcripcion, los genes estructurales del operén
lactosa se situan de forma tal que sélo se expresan a partir del promotor de
este gen. Esto permite que los genes lacZ y lacY estén bajo el control genético
del operdn SfiA de forma que la actividad especifica B-galactosidasa sea un

indicador de las funciones SOS.

Dicho ensayo ha sido validado por estudios comparativos con el ensayo de
Ames, empleando una amplia gama de mutagenos conocidos (Quillardet et al.,
1982). Ademas, ha sido utilizado en la deteccién de efectos mutagénicos tanto
de agentes quimicos como fisicos (Ohta et al., 1984; Kosubek et al., 1990;
Koudela et al., 1992). Es uno de los ensayo in vitro a corto plazo muy utilizado
para la deteccion de dafio primario al DNA en muestras ambientales (Le Curiex
et al., 1994).
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lll Materiales y Métodos
11l.1 Material vegetal.

Las hojas de Cymbopogon citratus (DC) Stapf (Cafa Santa), fueron colectadas
a partir de plantas en estado adulto, en el municipio de Boyeros de la Ciudad
de La Habana, en los meses de abril y mayo de 2010. Fueron secadas en una

estufa a 40°C durante 72 horas y cortadas en pequeios fragmentos.

El aceite esencial de C. citratus, se obtuvo mediante destilacion de las hojas

por arrastre con vapor de agua segun Tuley De Silva (1995).

lll.2 Soluciones de trabajo.

Para los experimentos se prepard una solucion madre a la concentracion de
16mg/mL (w:v) y 2% de DMSO esterilizado en autoclave. Posteriormente se
esterilizé por filtracion (filtro miliporo de 0.2um) y separé en alicuotas en

condiciones estériles, conservandose a -20°C hasta su utilizacion.

Al momento de realizar los experimentos se prepararon diluciones a partir de la
solucion madre. Las concentraciones evaluadas fueron: 0.1, 0.5, 1, 2, 4mg/mL

del extracto de aceite esencial.

111.3 Fuente de radiacion UVC.

Se utilizé una lampara que emitia a una longitud de onda de 254nm. La tasa de
radiaciéon emitida se determiné de la siguiente manera. Se midié la potencia de
la lampara Watt (W) en tres puntos a distintas distancias lampara-sensor. Cada
valor se dividié por el area del sensor (m2) para determinar la potencia por
unidad de area (W/m2). Los resultados se ajustaron multiplicando por 1/r2
donde r es la distancia entre la lampara y el sensor. De esta manera se calculé
la potencia por unidad de area para tres distancias diferentes y se estimé que
para 25cm (distancia lampara-sensor) la lampara emitia 0,5 W/m2. Para los
tratamientos de radiacion de las células una dosis de 1 J/m2, correspondiente a

un tiempo de 2 segundos.
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lll.4 Cepa bacteriana y medio de cultivo.

Se empled la cepa de E.coli PQ-37 de genotipo: (F thr leu his-4 pyrD thi gal;K o
galT lac AU 169 sr/300::Tn10 rpoB rpsL uvrA trp::muc+ sfiA::mud(ap,lac)cts).

El medio de cultivo utilizado fue Luria-Bertani, suplementado con 25 ug/mL de
ampicillina (LBA) (Fuentes, 1999).

Los cultivos se dejaron crecer durante toda la noche a 37°C en agitacion
(100rpm). Posteriormente se diluyeron en medio fresco (1/25) e incubaron a
igual temperatura y agitaciéon, hasta alcanzar una densidad optica de 0.4 a
600nm.

.5 Estudio de la toxicidad y genotoxicidad del extracto de aceites

esenciales.

Para la evaluacion de la toxicidad y genotoxicidad del extracto aceites
esenciales en células de E. coli PQ37 se procedié segun lo indicado a

continuacion.

Los cultivos crecidos hasta una DOsoonm de 0.4 fueron diluidos (1/10) en un
medio LBA (2X) y distribuidos en viales estériles (a razén de 500 pL por vial),
que contenian 500 uL de la fraccion aceite esencial al doble de la
concentracién a evaluar, de manera que las concentraciones finales evaluadas
del extracto fueron: 0.1, 0.5, 1, 2 y 4 mg/mL. Los viales fueron incubados con el
extracto a 4°C durante 1 hora. Luego fueron incubados con el extracto a 37°C
durante 2 horas. Posteriormente se realizaron los ensayos enzimaticos para la
determinacién de la actividad fosfatasa alcalina y B-galactosidasa.
Adicionalmente se realiz6 el ensayo de Sobrevivencia bacteriana.

Se realizaron 4 experimentos, con 4 réplicas cada uno.
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111.5.1 Toxicidad.
111.5.1.1 Actividad de la fosfatasa alcalina.

Como criterio de toxicidad, se utilizé la inhibicién de la sintesis de proteinas en
las células tratadas, segun lo indicado por Quillardet y Hofnung, (1993). Para
ello, se cuantifico la actividad fosfatasa alcalina (ver mas adelante), un

marcador enzimatico constitutivo de la cepa PQ-37 de E. coli.

Para la determinacion de la actividad fosfatasa alcalina se distribuyeron, 13 L
de las células tratadas en placas para ELISA que contenia 110 yL de buffer T.
Se incubdé 20 minutos a temperatura ambiente y se adicionaron 26 uL de 4-
metil umbelliferil fosfato a una concentracién 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.

La fluorescencia se midi¢ utilizando un lector de placas para ELISA, SUMA

PR-531 (CIE), segun las indicaciones del fabricante.

11.5.1.2 Ensayo de Sobrevivencia bacteriana.

Como criterio de toxicidad se tomé la disminucion significativa del nimero de
colonias respecto al control negativo. Luego de realizado el procedimiento
descrito en el acapite 1ll.5 se sembrd cada tratamiento a diferentes diluciones
en placas Petri que contenian medio sdlido LBA. Luego se dejaron 24 horas en
oscuridad y a 37° C. Pasado este tiempo se pasé a realizar el conteo de

colonias formadas.

111.5.2 Genotoxicidad.

Para evaluar la genotoxicidad del extracto se utilizé el SOS Chromotest
biosensor del dafio primario inducido en el DNA. Como criterio de
genotoxicidad se utilizé el Factor de Inducciéon SOS (Fl) segun lo indicado por

Quillardet et al., (1989). El FI se calcul6 segun la férmula siguiente:

p-galactosidasa (i)

fosfatasa (i)

Fl=
B-galactosidasa (c)

fosfatasa (c)
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donde (i) y (c), son los valores de fluorescencia para la concentraciéon evaluada

y el control negativo del experimento, respectivamente.

Para la determinacion de la actividad (3-galactosidasa se distribuyeron 13 pL de
las células tratadas en placas para ELISA, que contenia 110 yL de buffer Z por
pocillo. Estas placas, se incubaron durante 20 minutos a temperatura ambiente
y luego, a cada pocillo, se le adicionaron 26 puL de 4-metil umbelliferil B-D
galactopiranésido a una concentracién 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.

La fluorescencia se midié utilizando un lector de placas para ELISA, SUMA

PR-531 (CIE), segun las indicaciones del fabricante.

11l.6 Evaluacion del efecto protector sobre el DNA del extracto aceites

esenciales de C. citratus.

Después de determinadas las concentraciones no toxicas para las células se
procedio a evaluar el efecto fotoprotector de la fraccion. Se utilizé el ensayo
SOS Chromotest y el de Sobrevivencia bacteriana. Se desarrollé un esquema
Pre-Co-Postratamiento (Tabla 1), y para ambos ensayos los controles se

realizaron con Medio LB tanto para células irradiadas como las no irradiadas.

Tabla 1. Esquema experimental usado para la evaluacion de la

antigenotoxicidad de la fraccion aceites esenciales de C. citratus.

Esquema Pasos del esquema Posibles mecanismos

experimental experimental implicados
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- Pre-incubacion a 4°C con M e c anismos
Pre-Co. lafraccion de aceites antigenotéoxicos que

Postratamiento durante 30 minutos actian antes, durante o

- Irradiacion en PBS vy después del

establecimiento del dafio
en el DNA.

presencia de la fraccion de
aceites.

- Incubacion a 37°C con la
fraccion de aceites para
recuperacion en medio LB

durante 2 horas.

- Ensayos enzimaticos para
determinacion de actividad
B-galactosidasa y fosfatasa

alcalina.

- Ensayo de Sobrevivencia

bacteriana.

En cada procedimiento se incluyé un control negativo no tratado con la fraccion

de aceites y un control positivo tratado con luz UVC, sin la fraccion de aceites.

El porcentaje de genotoxicidad remanente (%GR) fue determinado para
diferentes concentraciones de la fraccién (0.1, 0.5, 1 y 2 mg/mL) como se

indica a continuacion:

Fl (lcs) - FI (Bcs)

FI () - FI (B)

%GR = 100 x

donde FI (Ics) es el dafio inducido en células irradiadas en presencia de la
fraccion de aceites, Fl (Bcs) es el dafio inducido por la fraccion de aceites, FI (1)
es el dafio inducido por luz UVC y Fl (B) es el dafio inducido en el control
negativo. El porcentaje de dafio remanente fue calculado de un minimo de tres

experimentos independientes con cuatro réplicas cada uno.
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1.7 Estudio de los posibles principios de accion protectora sobre el DNA

del extracto aceites esenciales de C. citratus.
111.7.1 Cuantificaciéon de la transmitancia.

Para evaluar la accion protectora del extracto basado en un principio de
caracter fisico, se midié la transmitancia a las concentraciones preparadas y
ademas a las concentraciones de 8 y 0.005 mg/mL a una longitud de onda de
254 y 270 nm. Para ello se utilizé un espectrofotémetro Génesis TM Serie 10
de la corporacion Thermo electron. El control negativo fue preparado con una
mezcla de agua destilada y DMSO en las proporciones correspondientes a las

concentraciones de cada tratamiento.

11.7.2 Evaluacion del efecto protector mediante un esquema de

Postratamiento.

Para evaluar la accion protectora del extracto basado en un principio
bioantimutagénico se utilizod el ensayo SOS Chromotest y el de Sobrevivencia
bacteriana. Se desarrollé un esquema Postratamiento (Tabla 2), y para ambos
ensayos los controles se realizaron con Medio LB tanto para células irradiadas

como las no irradiadas.

Tabla 2. Esquema experimental usado para la evaluacion de la

antigenotoxicidad de la fraccion aceites esenciales de C. citratus.

Esquema Pasos del esquema Posibles mecanismos

experimental experimental implicados
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Postratamiento

- Irradiacién en ausencia

de la fraccion de aceites.

- Incubacion a 37°C con
la fraccion de aceites

para recuperacion en

Mecanismos
antigenotdoxicos
intracelulares que actuan
luego del establecimiento
del dafio en el DNA.

medio LB durante 2

horas

- Ensayos enzimaticos
para determinacion de
actividad B-galactosidasa

y fosfatasa alcalina.

- Ensayo de

sobrevivencia.

En cada procedimiento se incluyé un control negativo no tratado con la fraccion

de aceites y un control positivo tratado con luz UVC, sin la fraccion de aceites.

El porcentaje de genotoxicidad remanente (%GR) fue determinado como fue

descrito en el acapite IlI.6.

111.8 Analisis estadistico de los datos.

Se calcularon los valores medios de genotoxicidad remanente de cada
experimento y sus correspondientes errores estandar para cada tratamiento.
Se determind la normalidad mediante una prueba de Kolmogorov-Smirnov.
Posteriormente se comprobd la homogeneidad de varianza de los datos
mediante la prueba de Levene o la prueba de Brown Forsythe. Se desarrollo
ademas un ANOVA de clasificacion simple y por ultimo; los valores medios
fueron comparados respecto a los controles negativos, utilizando una prueba
de Dunnett con una significacion del 95 %. Para estos analisis se utilizo el

paquete Statistica 6.0.
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IV Resultados
IV.1 Toxicidad de la fraccion de aceites esenciales en E. coli.

El extracto realizado a partir de la fraccion de aceites esenciales no fue tdxico
para las células de E. coli PQ-37 tomando en consideracion la sintesis

enzimatica (Figura 1).
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p > 0.05 en la prueba de Dunnett.

Figura 1. Citotoxicidad de la fraccion de aceites esenciales de C. citratus medida mediante el
ensayo SOS Chromotest. Son representados los valores medios de la actividad fosfatasa
alcalina y sus errores estandar.

Sin embargo, la mayor concentracion evaluada disminuyd marcadamente la
capacidad de formar colonias, evidenciando otro modo de toxicidad del extracto
(Figura 2). Por otro lado, el resto de las dosis aumentd significativamente la
cantidad de unidades formadoras de colonias con relacion al no tratado con la

fraccion.
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(*) p < 0.05 en la prueba de Dunnett.

Figura 2. Citotoxicidad de la fraccion de aceites esenciales de C. citratus medida mediante el
ensayo de Sobrevivencia. Son representados los valores medidos del % de colonias formadas
respecto al control y sus errores estandar.

Por otro lado, el extracto no fue genotdxico en las condiciones ensayadas.
Ninguna de las concentraciones evaluadas indujo dafio primario en el DNA
(Figura 3).
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p > 0.05 en la prueba de Dunnett.

Figura 3. Genotoxicidad de la fraccion de aceites esenciales de C. citratus medida mediante el
ensayo SOS Chromotest. Son representados los valores medidos por el factor de induccion
SOS y sus errores estandar.
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IV.2 Efecto fotoprotector de la fraccion de aceites esenciales frente a la
radiacion UVC, empleando un esquema de pre-co-postratamiento.

La capacidad fotoprotectora del extracto se manifesté de manera creciente con
el aumento de la concentracién del mismo. No obstante, a bajas
concentraciones como 0.1mg/mL, ya fue significativo dicho efecto protector.
Las células de E. coli tratadas con la mayor concentracion de extracto,
presentaron menos de una quinta parte (83%) del dafio genotdxico producido

por la radiacién UVC que las no tratadas (Figura 4).
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(*) p < 0.05 en la prueba de Dunnett.

Figura 4. Efecto fotoprotector de la fraccién de aceites esenciales de C. citratus medida
mediante el ensayo SOS Chromotest. Las células fueron tratadas con el extracto antes-
durante-después de la irradiacién con UVC. Son representados los valores medidos de % de
genotoxicidad remante y sus errores estandar.

Similar resultado se observé mediante el ensayo de sobrevivencia (Figura 5).
La mayor dosis de extracto fue la que mas fotoprotegié del dafio celular
causado por la UVC. Esta concentracidon promovio la proliferacién celular en las
células irradiadas en mas del doble con respecto a las no tratadas con el

extracto.
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Figura 5. Efecto fotoprotector de la fraccién de aceites esenciales de C. citratus medida
mediante el ensayo de Sobrevivencia. Las células fueron tratadas con el extracto antes-
durante-después de la irradiacion con UVC. Son representados los valores medidos del % de
colonias formadas respecto al control y sus errores estandar.

IV.3 Capacidad de la fraccion de aceites esenciales de absorber la

radiacion UVC.

La dosis de 1mg/mL de extracto absorbié la radiacion UVC emitida a 254 y 270
nm en mas de un 50 % (Figura 6). No obstante, la concentraciéon de 0.5 mg/mL

también se comporté asi para la luz emitida a 254 nm.
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Figura 6. Transmitancia de la fraccion de aceites esenciales de C. citratus medida a las

longitudes de onda de 254 nm y 270 nm.

IV.4 Efecto fotoprotector de la fraccion de aceites esenciales frente a la

radiacion UVC, empleando un esquema de postratamiento.

Ninguna de las dosis ensayadas del extracto elimind las lesiones en el DNA
producidas por la radiacién UVC (Figura 7).
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Figura 7. Efecto fotoprotector de la fraccion de aceites esenciales de C. citratus medida
mediante el ensayo SOS Chromotest. Las células fueron tratadas con el extracto después de la
irradiacion con UVC. Son representados los valores medidos de % de genotoxicidad remante y
sus errores estandar.

Las células de E. coli tratadas con la concentracién de 0.5mg/mL, presentaron
menos dafio genotoxico producido por la radiacién UVC (89%) que las no

tratadas. Sin embargo, esta disminucién no fue significativa.

No obstante, el extracto si fue capaz de promover el crecimiento de la
poblacion bacteriana después de haber sido dafiada por la UVC (Figura 8).

Este efecto fue mayor en la menor concentracion del extracto.
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Figura 8. Efecto fotoprotector de la fraccién de aceites esenciales de C. citratus medida
mediante el ensayo de Sobrevivencia. Las células fueron tratadas con el extracto después de la
irradiacién con UVC. Son representados los valores medidos del % de colonias formadas
respecto al control y sus errores estandar.



V Discusion

La Cafia Santa es una planta muy utilizada en la medicina tradicional por sus
multiple usos terapéuticos (Farmacologia, 1985). De esta especie se ha
demostrado sus propiedades protectoras del DNA frente a agentes quimicos y
fisicos (Vinitketkumnuen et al, 1994; Cuétara, 2003; Cépiro, 2004). Mas
recientemente se han descrito su capacidad de proteger al DNA de las
radiaciones UVC (Gonzalez-Pumariega, 2008). Con el fin de identificar cuales
de los fitocomponentes son los responsables de estas propiedades
beneficiosas, se han realizado estudios donde se evaluan fracciones diferentes
del extracto total de C citratus. Particularmente la fraccion de aceites
esenciales de esta planta no ha sido evaluada como agente fotoprotector.
Nuestro trabajo es la continuidad de un estudio que pretende caracterizar
diferentes fracciones del extracto total de Cafia Santa como agentes capaces

de proteger al DNA del dafio producido por la radiacion UV.

Los extractos de plantas superiores constituyen mezclas complejas que
contienen gran numero de sustancias con propiedades mutagénicas (Wall y
Wani, 1993) y carcinogénicas (Remigio et al., 2001). El extracto elaborado a
partir de la fraccion de aceites esenciales de C. citratus, constituye una mezcla
compleja, debido a su heterogénea composicion fitoquimica (Fitomed, 1995).
En ella pudieran estan contenidos tanto componentes beneficiosos como
perjudiciales. La evaluacion del riesgo que constituyen estos extractos,
conlleva la realizacion de ensayos toxicolégicos que incluyen los de
genotoxicidad. Aun mas si dichos extractos seran utilizados para evaluar
alguna propiedad bioactiva de interés, obliga al desarrollo de experimentos de
toxicidad y genotoxicidad, con el fin de establecer los valores de
concentraciones en las que el extracto no resulta perjudicial. Ningun ensayo
por si solo es capaz de detectar todos los efectos toxicos, por tanto el
procedimiento usual es ejecutar diferentes pruebas que den niveles de

informacion diferentes acerca del posible efecto tdxico de extracto.

En nuestro estudio se emplearon los ensayos SOS Chromotest y
Sobrevivencia. Ambos comparten ventajas comunes como son: su flexibilidad
para desarrollar diferentes esquemas de tratamiento, su rapidez y sensibilidad.

El indicador en el SOS Chromotest considerado, la inhibiciéon del dafio primario
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inducido en el DNA, puede ser un excelente criterio para estudios de
antimutagenicidad de productos naturales, como ha sido previamente indicado
por otros autores (Simic et al., 1998). El ensayo de sobrevivencia es muy
empleado dado el nivel de informacién que nos brinda. Nos permite analizar
mecanismos de proteccion en amplio sentido, aquellos relacionados con el
DNA propiamente o con otros elementos celulares relacionados con la
viabilidad y la capacidad de division celular (Quillardet et al., 1989; Kozubek et
al., 1990).

Tomando en consideracién los resultados obtenidos, la fraccion probada no
contiene fitocomponentes que afecten la sintesis o expresidon de enzimas. La
velocidad de la sintesis de fosfatasa alcalina es constante, asi el incremento de
la actividad enzimatica es proporcional al nimero de células en suspension en
un tiempo determinado (Kozubek et al., 1990). La sintesis de fosfatasa alcalina
ocurre en paralelo a la sintesis proteica en el crecimiento exponencial de
células normalesLa determinacién de la actividad enzimatica constituye una
herramienta para valorar el efecto citotéxico de determinados agentes. Nufiez
et al. (2007), realizaron un estudio del efecto toxico de aceites esenciales de
tres plantas, mediante la inhibicion de la actividad enzimatica de diferentes
proteinas.

La disminucion del niumero de colonias fue oftro criterio de citotoxicidad
empleado. En el tratamiento de 4mg/mL de extracto, se observo este
comportamiento, aunque para el ensayo enzimatico esta concentracién no
evidenci¢ citotoxicidad. Es importante tener en cuenta que la actividad
enzimatica refleja el estatus de la poblacion celular después de finalizada la
exposicion al extracto, mientras que la sobrevivencia nos informa de cémo la
poblacion celular viva después de finalizada la exposicion al extracto, logro
dividirse n veces hasta formar una macrocolonia. Por otro lado en las células
dafiadas que mueren, las sintesis de fosfatasa no se para, sus tasas se
mantiene constantes durante todo el experimento (Kozubek et al., 1990). Por
tal motivo 4mg/mL es toxico para la célula, pudiera ser porque mata a las
células o porque aquellas que sobrevivieron al tratamiento con extracto

quedaron afectadas imposibilitandoles dividirse normalmente.

Este comportamiento pudo deberse a la presencia de fenoles, aldehidos y
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alcoholes en la fraccion de aceites esenciales. Estos compuestos
constituyentes importantes de la mezcla, pueden alterar la estructura celular
(Sacchetti., 2005; Bakkali et al., 2008).

Se ha demostrado que muchos de los aceites esenciales actuan principalmente
como agentes antimicrobianos (Vokou et al., 1993.; Panuwat et al., 2003).
Bamba et al. (1993), refirieron la actividad bacterioldgica del aceite esencial de
Eupatorium odoratum contra bacterias gram-negativas. La actividad
antimicrobiana manifestada por los aceites esenciales se debe, en gran
medida, a la presencia de terpenoides (Maguna et al., 2006). En este sentido,
los mas activos son los terpenoides que contienen grupos alcohdlicos, por
ejemplo el a-citral, b-citral, citronelol y linalol. Luego le siguen los de tipo
aldehidos y por ultimo los que tienen grupos ceténicos (Nanasombat y
Lohasupthawee, 2005; Mitize-/Aulafiee et al., 2005; Fabio et al., 2007; Vera et
al., 2007). Otros tipos de terpenoides clasificados como polifendlicos, también
han sido descritos como buenos agentes antimicrobianos (Lopez, 2006;
Raybaudi-Massilia et al., 2006; Kotan et al., 2007). El mirceno, que no es
bactericida por si solo, en unidon con el geraniol y nerol aumenta la respuesta

bactericida de la fraccion (Onawunmi et al., 1984).

Maguna et al. (2006) se refirié a la sensibilidad bacteriana a un grupo de
terpenos como: el citronelol, el linalool y el citronelal, componentes presentes
en el aceite esencial de Cafia Santa. También destac6 que la mayor actividad
de estos metabolitos es sobre E. coli, biomodelo usado en nuestro trabajo.
Basado en esto, se han propuesto tres mecanismos de accién de estos
compuestos que conllevan a la disrupcion de la membrana celular bacteriana
mediante: un aumento en la permeabilidad de la membrana a iones pequefios;
la afeccion de la estabilidad estructural de la membrana y la desestabilizacion

del empaquetamiento de la bicapa lipidica.

Otro ejemplo que reafirma esta idea es el del aceite esencial de Melaleuca
alternifolia (arbol de té), que causa la filtracion de iones K+ en la membrana de
E. coli con lo cual estimula su autolisis (Cox, 1998). Es posible que este
mecanismo también esté operando en presencia de nuestra fraccion al tener

ambos extractos algunos componentes en comun. Estos podrian encontrarse a
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una alta concentracion en la dosis de 4 mg/mL, proporcionandole al extracto

esas propiedades citotoxicas.

Segun Guerra (2004), el aceite esencial de Cana Santa resultdé bactericida a
una concentracion minima de 2,5 mg/mL y a 24h de tratamiento. Esto
explicaria que a concentraciones menores e iguales de 2 mg/mL y menor
tiempo de exposicion, no se obtuvo citotoxicidad. Los compuestos dafinos
presentes en la mezcla 2mg/mL, no se encuentran en suficiente cantidad para
ocasionar la muerte celular. Por otro lado, el aumento significativo del niumero
de colonias formadas en los tratamientos menores e iguales a esta dosis, se
puede deber a la presencia de fitocomponentes que disminuyen los dafios
producidos por el metabolismo basal. Esto, sumado al hecho de que en 0.1mg/
mL la cantidad de metabolitos dafiinos estan en menor cantidad, posibilité que
a esta dosis, se observara el mayor porciento de viabilidad. Algunos trabajos
han informado acerca de las propiedades antioxidantes del aceite esencial de
C. citratus, comparables con la del alfa-tocopherol y al BHT (Cheah et al.,
2001). Bonina et al., 2002 y Saija et al., 2000 refirieron a las propiedades
antioxidantes del acido caféico y la apignina presentes en nuestro extracto
(Matouschek y Stahl, 1991; Faruq et al., 1994), promoviendo de esta manera la

proliferacion celular en aquellas concentraciones no toxicas.

El extracto no resulté genotdxico a las concentraciones probadas segun el
criterio del factor de inducciéon SOS establecido por Keverkordes en 1999. Si
los valores estan entre 1-1.5: no es genotdxico, 1.5-2: dudoso, +2: genotdxico.
En ninguna de las concentraciones del extracto se duplicé el factor de
induccidn, ni este dependié de la concentracion del extracto, refiriendo sobre la
ausencia en la fraccién de fitocomponentes capaces de dafar al material
genético. Esto concuerda con lo obtenido por Ferrer et al. (2009) al evaluar la
genotoxicidad de dicha fraccion mediante el ensayo de Ames. Este
comportamiento pudo deberse al hecho de que, aun cuando la fraccion
contiene fitoelementos capaces de dafiar la membrana, no tienen como blanco
de su accion al DNA. Estudios realizados por otros autores informan que
compuestos como el a-mirceno no mostraron genotoxicidad al ser ensayados

en modelos in vivo e in Vitro (Kauderer et al.,1991; Zamith et al., 1993).

El estudio de la capacidad fotoprotectora del extracto se realizé6 usando los
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ensayos SOS Chromotest y Sobrevivencia, mediante un esquema de pre-co-
postratamiento. Todos los experimentos de antigenotoxicidad fueron
desarrollados empleando una dosis de 1J/m2. Esta fue seleccionada sobre la
base de su capacidad para producir un factor de induccién mayor de 5,
conveniente para nuestro ensayo. Los resultados demostraron las propiedades
fotoprotectoras del extracto al reducir los valores de genotoxicidad remanente
hasta un 17%. Ademas, aumenté el nimero de colonias formadas (> 10%) en
las células irradiadas tratadas con el aceite esencial con respecto a las no
tratadas. Este comportamiento refleja que de toda la poblacién irradiada solo
un 17 % permanecié con dafo genotoxico. El extracto por algin mecanismo
fue capaz de proteger el DNA de estas células, ya sea por prevencién o por
eliminacion del dano después de producido. Por lo tanto, las células que no
poseen dafio genético son capaces de dividirse, no ocurriendo esto con las
células que poseen lesiones genotdxicas. Se observd que el efecto

antigenotoxico del extracto es dependiente de su concentracion.

Para el estudio de las propiedades antigenotéxicas del extracto frente a la
radiacion UVC se considerd: Primero, los dimeros de pirimidina son las
principales lesiones producidas en el DNA inducido por la UVC (Perdiz et al.,
2000). Segundo, estos dafios pueden ser prevenidos por una interaccion entre
el agente protector y sistemas celulares que impidan la accion de las
radiaciones, o0 una interaccién directa con el mutageno cerca o sobre el DNA.
Tercero, que el dafo que persiste post-irradiacion puede ser reparado por via
quimica o enzimatica por algun mecanismo inducido por la mezcla de
fitocomponentes. La reparacion no acontece mediante las fotoliasas ni por el
sistema NER en nuestras condiciones ensayadas. Considerando estos
supuestos, fue estudiado algunos posibles mecanismos de antigenotoxicidad
de la mezcla. Por un lado estimando el dafio remanente al ser tratado con el

extracto y por el otro, observando un aumento en la viabilidad celular.
En estudios precedentes, la actividad antimutagénica de la Cafa Santa ha sido
atribuida al p-mirceno, componente mayoritario del aceite esencial. Se ha

planteado que este monoterpeno actia como desmutageno interactuando con

vias metabdlicas (Cuétara, 2003).

34



Otro modo fotoprotector del extracto pudiera ser, actuando como barrera entre
la célula y la radiacién. Es conocido que numerosos compuestos aromaticos
provenientes de las plantas han sido propuestos como agentes inhibidores de
la formacién de dimeros de pirimidinas, absorbiendo la radiacién UV. Los
alfatocoferoles de los aceites de plantas (Mc vean y Liebre, 1999) y las
vitaminas C y E (Lin et al., 2003; Placzek et al., 2005) también actuan como
inhibidores de la formacion de dimeros de pirimidinas. Su presencia en el
extracto evaluado pudiera justificar parte del comportamiento protector del
extracto en estudio. Los monoterpenos y sesquiterpenos constituyen grupos
cromoéforos capaces de absorber la radiacion UV. Un ejemplo es el limoneno,
componente principal del aceite. El absorbe principalmente a 262 nm producto
a su estructura quimica, donde la conformacion electronica le posibilita esa
propiedad (Schanenberg y Khan, 2002). Otro de los compuestos presentes en
el aceite son los flavonoides y antocianinas, los cuales también son capaces de
absorber la radiacion UV (Hada et al., 2003). Los resultados obtenidos en la
lectura de transmitancia refuerzan esta idea. Con el incremento de la
concentracion del extracto, se impide mas el paso de la radiacién UVC. Este
efecto pudiera deberse a la presencia de los fitocompuestos anteriormente
descritos y que son parte de la mezcla evaluada. Coincidentemente en el
esquema de pre-co-postratamiento, las dosis de mejores respuestas
fotoprotectoras (Figura 4 y 5), son las de mayor absorcion de la radiacion
(Figura 6), considerando solamente el intervalo de concentraciones de 0.1 a
2mg/mL. Asumir que el efecto fotoprotector del extracto se deba a un principio
fisico principalmente basado en estas evidencias, no seria correcto. Al irradiar
las células en el pre-co-postratamiento, el agente genotdxico no
necesariamente interactua primero con el extracto y después con las células.
Por el contrario, los valores de transmitancia del extracto refieren la energia

que pudiera llegar a las células después de pasar por una columna de extracto.

Teniendo en cuenta que el extracto también esta presente después de haber
generado el dafio, otros modos de accion podrian estar involucrados en la
respuesta protectora observada. En tal sentido el desarrollo de un

postratamiento ayudaria a esclarecer alguno de estos mecanismos.

En los resultados obtenidos en el esquema de postratamiento ninguna de las

dosis evaluadas eliminé significativamente las lesiones en el DNA producidas
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por la radiacion UVC, considerando los resultados del SOS Chromotest (Figura
7). Sin embargo, el aumento de la proliferacién celular en las células tratadas
con el aceite, pudiera estar relacionada a la capacidad del extracto de reparar
el DNA (Figura 8). Un aumento en la proliferacion celular podria indicar que el
extracto presenta propiedades fotoprotectoras, las cuales se manifiestan a

posteriori de producirse las lesiones en el DNA.

Los resultados de SOS Chromotest indicaron que después de 2h de
postratamiento, los niveles de activacion de SOS siguen siendo iguales, al
comparar cultivos tratados con y sin fraccion de aceite esenciales. Esto resulta
incongruente con el resultado de que 24h después de ese momento, las
células tratadas con fraccion hayan sido capaces de proliferar mientras que las
que no lo tenian no lo hicieron. La existencia de esta inconguencia en nuestras
condiciones experimentales, no nos permite definir el modo de accién
bionatimutagénica del extracto. Sera necesario el desarrollo de futuros

experimentos con el fin de esclarecer los mismos.

Si se considera que SOS activado significa que se esta reparando, entonces, si
con el extracto esa reparacion se inicia mas temprano o dura mucho mas, la
consecuencia sera que el numero de células reparadas sera mayor. Visto asi,
los niveles de actividad B-galactosidasa ya no deben ser interpretados en
términos de la cantidad de dafo producido sino, mas bien, como indicador de
la magnitud en que ha sido posible activar el mecanismo de reparacion. Si esta
hipotesis fuera cierta, seria totalmente congruente con el hecho de que
pasadas 24h crezcan mas células en las tratadas. No obstante, seria necesario
demostrar experimentalmente este supuesto, midiendo los valores de Fl en
intervalos de tiempos diferentes (digamos por ejemplo, entre 0 y 4 h) y ver
como se comportan los crecimientos en cada caso. Un experimento que
también ratificaria esta hipotesis consistiria en evaluar la proporcién de células
mutantes que estan presentes en los tratamientos que fueron capaces de
crecer. Si realmente el extracto hizo mas eficiente a SOS, entonces se debe
esperar que el numero de colonias mutantes sean mayores que los no tratados

con el extracto.

Los aceites esenciales son una mezcla compleja de fitocomponentes (mas de

100 en este caso) y alguno de ellos podria interferir con las funciones celulares
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que determinan los procesos de mutagénesis, replicacion y/o reparacion del
DNA vy regulacién del ciclo celular. Aqui se observdé que las menores
concentraciones tuvieron mejor respuesta proliferativa, sin que podamos
dilucidar, a partir de ese dato, si lo hace por via bioantimutagénica o no ,

estudios futuros permitiran resolver esta disyuntiva.

Pudiera ser que algunos metabolitos de esta mezcla compleja tenga un efecto
beneficioso en dosis minimas. Interacciones entre determinados metabolitos
pueden ser beneficiosas o perjudiciales a determinadas concentraciones de
extracto. Un ejemplo es el mirceno, que junto al geraniol y nerol aumenta la
respuesta téxica para las células (Onawunmi et al., 1984) y por otro lado, se ha
informado su actividad positiva sobre el crecimiento bacteriano (Griffin, 1979).

Componentes presentes en la fracciéon de aceites esenciales podrian formar
complejos con el DNA como sucede con los taninos de Pinus caribaea
(Santana et al., 2001). Esta capacidad de formar complejos, pudiera estabilizar
la molécula de DNA, y hacer esta mas accesible a la acciéon de enzima de
reparacion, tal como ha sido indicado en el caso de los aminotioles y

poliaminas ( Shigematsu et al., 1994).

Los antimutagenos pueden ademas actuar como moduladores de la reparacion
y la replicacion del DNA (Simic et al., 1998; De Flora et al., 2001). Uno de los
modos puede ser incrementando la fidelidad de la replicacién del DNA, o
estimulando la reparacion libre de error del dafio en el DNA, o inhibiendo los
sistemas de reparacion proclive a error. Por ejemplo se ha demostrado que
fitocomponentes presentes en el té verde (Camelia sinensis) incrementa la
fidelidad de la DNA polimerasa Ill (Kada et al., 1982). El acido tanico y
compuestos relacionados con el pirogalol, incrementan la reparaciéon por
escision (Shimoi et al., 1996; Kuroda y Hara, 1999). La coumarina, la vanillina,
el cinnamaldehido y los terpenoides como el alcanfor, promueven reparacién
recombinacional (Kuroda y Hara, 1999; Dhir et al., 1991). De igual modo alguno
de los metabolitos presentes en el extracto podria promover un efecto similar.
Los flavonoides y antocianinas presentes en el aceite son capaces de reparar

los dimeros de pirimidinas (Hada et al., 2003).

La antimutagenicidad de los extractos de esta planta frente a diferentes clases

de mutagenos quimicos y fisicos ha sido ampliamente demostrada. Ejemplo: la
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actividad protectora frente a aminas aromaticas, nitroarenos y agentes
alquilantes (Vinitketkumnuen et al., 1994) frente a la radiacion ganma (Cuétara,
2003) y frente a otros mutagenos y promutagenos (Capiro, 2004). Gonzalez-
Pumariega en el 2008, informé acerca de las propiedades fotoprotectoras de la
planta. Adicionalmente, sus extractos muestran efecto antitumoral en modelos
de mamiferos (Vinitketkumnuen et al., 1994; Puatanachok-chai et al., 1994). A
juzgar por el conocimiento actual sobre la antimutagenicidad de Cafa Santa,
sus extractos poseen un amplio espectro antimutagénico. Los resultados del

presente trabajo frente a radiaciones UVC, avalan esta afirmacion.

C. citratus es una planta con reconocidas propiedades curativas usadas en la
medicina tradicional cubana (FITOMED,1995), que actualmente se esta
evaluando para su uso clinico. Las propiedades antigenotdxicas aqui
demostradas amplian su potencial terapéutico. Ellas apuntan a un posible uso
de las fracciones de esta planta en la industria médico-farmacéutica, por
contener diferentes principios activos con actividad DNA-trépica. Profundizar en
los mecanismos de accién de sus componentes, permite ampliar las
posibilidades de uso en la quimioprevencion de enfermedades relacionadas
con las mutaciones: las degenerativas cronicas como el cancer, la

ateroesclerosis, coronarias entre otras.

Por ultimo, el presente trabajo es el primer informe sobre la accion
fotoprotectora de la fraccion aceites esenciales de C. citratus, teniendo en
cuenta toda la bibliografia revisada.
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VI Conclusiones

- La fraccién de aceites esenciales de C. citratus no resultdé genotdxica a las
concentraciones probadas, sin embargo la concentracion de 4mg/mL evidencié

citotoxicidad para las células de E. coli PQ-37.

- La fraccidn resultd antigenotoxica frente a la radiacion UVC y su accién
protectora se lleva a cabo por vias desmutagénicas, quedando inconclusa la

posibilidad de que también actue por vias bioantimutagénicas.
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VIl Recomendaciones

- Desarrollar estudios de genotoxicidad en presencia de activaciéon metabdlica

en aras de completar la evaluacién genotoxica de la mezcla.

- Desarrollar estudios de fraccionamiento de la mezcla para identificar los
principios activos con actividad genotdxica y antigenotéxica, asi como

profundizar en los mecanismos de actuacion de estos.

- Desarrollar esquemas de pre-cotratamiento y cotratamientos con el fin de
dilucidar mejor los posibles modos de accion involucrados en el efecto protector

de dicha fraccion.

- Desarrollar otros experimentos con el fin de dilucidar mejor el posible efecto

bioantimutagénico de dicha fraccion.
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