UNIVERSIDAD TECNICA PARTICULAR DE LOJA
La Universidad Carélica Ae Loja

ESCUELA DE BIOQUIMICA Y FARMACIA

“EVALUACION DEL EFECTO GENOTOXICO DEL
EXTRACTO HEXANICO Y LOS METABOLITOS
SECUNDARIOS DE Clusia Iatipes MEDIANTE EL
ENSAYO COMETA EN LINFOCITOS HUMANOS”

Tesis de grado previa a la
obtencion del Titulo de
Bioquimico Farmacéutico

AUTORA:
Luisa Ivonne Celi Carrién
DIRECTORA:

Dra. Natalia Bailén

LOJA - ECUADOR
2009



Dra.
Natalia Bailbn Moscoso

DIRECTORA DE TESIS

CERTIFICA:
Que una vez revisado el proyecto de investigacion efectuado
por la Srta. Luisa Ivonne Celi Carrion, previo a la obtencion

del Titulo de BIOQUIMICO FARMACEUTICO, se autoriza su
presentacion final para la evaluacion correspondiente.

Loja, Agosto 2009

Dra. Natalia Bailébn Moscoso

DIRECTORA



AUTORIA:

Los resultados, ideas, conclusiones y demas contenidos
vertidos en el desarrollo del presente proyecto de
investigacion son de absoluta responsabilidad de su autor.

Luisa Ivonne Celi Carrién



DEDICATORIA

El presente proyecto de investigacion va dedicado en primer
lugar a Dios y a la Santisima Virgen de El Cisne, ya que
gracias a su interseccion pude llegar a culminar con éxito
todas y cada una de la metas planteadas.

A mis papas: Luis y Victoria por el amor, carifio y apoyo que
me han brindado siempre a lo largo de toda mi vida. Ademas
por ser el soporte fundamental en la formacion integral.

A mis hermanos Flor, Osman, Ernan y Richard por el apoyo
desinteresado que han sabido brindarme para la superacién
personal.

Y de manera muy especial a Xavier y a mi hijo Alexander por
ser la inspiracién de mi vida en estos Ultimos meses.



AGRADECIMIENTO

A la Universidad Técnica Particular de Loja, en la persona del
Ph. Dr. Luis Miguel Romero Fernandez, por impulsar la
investigacion y formaciéon integral de cada uno de sus
estudiantes en la busqueda del saber.

Al Centro de Biologia Celular y Molecular, bajo la magnifica
direccién de la Dra. Natalia Bailén, por darme la oportunidad
de formar parte de su grupo de investigacion en el area de
Genética Toxicoldgica.

A la Escuela de Bioquimica y Farmacia, en la persona de la
Dra. Paula Torres Bailon por brindar todo el apoyo necesario
para superar todas y cada una de la barreras que se
presentan dentro de la vida universitaria.

A la Dra. Natalia Bailbn Moscoso, por la direccion y
asesoramiento en la realizacibn de este proyecto de
investigacion.

A la asesoria técnica para la realizacion de esta tesis a la
Q.F.B. Lourdes Monserrat Sordo Cedefio del Departamento
de Medicina Gendmica y Toxicologia Ambiental del Instituto
de Investigaciones Biomédicas de la Universidad Nacional
Autonoma de México.

A mis Papas, por ser el pilar fundamental de la formacion
como persona para asi servir a la sociedad.

De manera muy especial a Maria Isabel Ramirez por su
ayuda desinteresada e incondicional en la busqueda de
respuestas a todas y cada una de las dudas que se



presentaron en la realizaciéon de esta investigacion y por su
gran aporte en conocimientos.

A mis compafieros del area de Genética Toxicoldgica, por
ayudarme a crecer en sabiduria y colaborar en la realizacion
del presente proyecto de investigacion: especialmente a
Paulo, Diego y Xavier.

A todos los compafieros del Centro de Biologia Celular y
Molecular por estar prestos a brindar todo el apoyo que se
requiere en la vida estudiantil.

A mis amigas (0s), por estar en el momento en que mas

necesitaba de su apoyo tanto en las buenas como en las
malas.

VI



CONTRATO DE CESION DE DERECHO DE TESIS

Yo, Luisa Ivonne Celi Carrion conocedora del Estatuto
Organico de la Universidad Técnica Particular de Loja Art. 67
acepto la disposicién la misma que textualmente dice: “Forma
parte del patrimonio de la Universidad la propiedad intelectual
de investigaciones, trabajos cientificos o técnicos y tesis de
grado que se realicen a través, o con el apoyo financiero,
académico o institucional (operativo) de la Universidad”.

Luisa Ivonne Celi Dra. Natalia Bailon
TESISTA DIRECTORA DE TESIS

VII



TABLA DE CONTENIDOS

CERTIFICACION

AUTORIA

DEDICATORIA

AGRADECIMIENTO

CONTRATO DE CESION DE DERECHO DE TESIS

RESUMEN

ABSTRACT

OBJETIVOS

1.

INTRODUCCION
1.1 GENOTOXICIDAD
1.1.1 Relacion entre Genotoxicidad vy
Carcinogenicidad
1.1.2 Carcindgenos
1.2 ENSAYO COMETA
1.2.1 Formas del Ensayo Cometa
1.2.2 Aplicaciones
1.2.3 Ventajas y Desventajas
1.3 FLORA UNA FUENTE DE COMPUESTOS
BIOACTIVOS
1.4 TRITERPENOS CON ACTIVIDAD
GENOTOXICA
1.4.1 Clusia latipes
1.4.2 Friedelina

VI

Vi

Xl

X1

MY

w -

O N O

10
11
12

14

16
19



1.4.3 B-amirina

2. METODOS
2.1 Modelo Bioldgico y Donadores
2.2 Compuestos de prueba
2.2.1 Extracto de Clusia latipes y metabolitos
2.3 Controles
2.3.1 Control Positivo EMS
2.3.2 Control Negativo DMSO
2.4 Ensayo de Viabilidad (FDA)
2.5 Ensayo Cometa
2.6 Andlisis Estadistico

3. RESULTADOS
3.1 Viabilidad con FDA

3.1.1 Viabilidad con Extracto Hexanico de

Clusia latipes.
3.1.2 Viabilidad con friedelina
3.1.3 Viabilidad con acetato de B -amirina
3.2 Cometa

3.2.1 Largo de Cola con Extracto Hexanico de

Clusia latipes.
3.2.2 Largo de Cola friedelina
3.2.3 Largo de Cola acetato de  -amirina
3.3 Migracién del ADN

3.3.1 Clasificacién por dafio del ADN Extracto
Hexanico de Clusia latipes y sus

metabolitos.

4. DISCUSION

5. CONCLUSIONES

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
7. ANEXOS

20

21
21
21

22
22
22
22
24
25

29

30
31

32

33
34

35

37
42
44
50



INDICE DE FOTOGRAFIAS

Fotografia N° 1: Microfotografia de un Cometa.

Fotografia N° 2: Fotografia del ensayo de viabilidad.
Células verdes (vivas) y rojas

(muertas).

Fotografia N° 3: Nivel de dafio al ADN expresado por
el largo de la cola.

INDICE DE TABLAS
Tabla N° 1: Formas del Ensayo Cometa.
Tabla N° 2: Disefio de Tratamiento.

Tabla N° 3. Niveles de dafio al ADN

{NDICE DE FIGURAS

Figura N° 1: Relacién entre el control medioambiental,
bioldgico y de la exposicion.

Figura N° 2: Interrelaciones entre genotoxicidad y
carcinogenicidad.

Figura N° 3: Mutdgenos provocan alteraciones en el
ADN.

24

27

23

26



Figura N° 4: Principales fuentes de exposicion de
carcindgenos.

Figura N° 5: Aplicaciones del ensayo cometa.
Figura N° 6: Mapa de distribucion del Género Clusia.
Figura N° 7: Estructura molecular de la Friedelina.

Figura N° 8: Acetilacion de la molécula de B-amirina
para asegurar su estabilidad.

Figura N° 9: Diagrama del Ensayo Cometa.

INDICE DE GRAFICOS

Grafico N° 1: Viabilidad del Extracto de Clusia latipes.
Gréfico N° 2: Viabilidad con Friedelina.

Grafico N° 3: Viabilidad con acetato de § —amirina.

Grafico N° 4: Largo de cola del Extracto de Clusia
latipes.

Grafico N° 5: Largo de Cola Friedelina.
Gréfico N° 6: Largo de Cola acetato de 3 —amirina.

Gréafico N° 7: Clasificacion de los cometas de acuerdo

Xl

11

17

19

20

28

30

31

32

33

34

35



al nivel de dafio del Extracto de Clusia
latipes.

Gréfico N° 8: Clasificacion por dafio del ADN de
Friedelina.

Gréfico N° 9: Clasificacion por migracion del ADN
tratados con 3 —amirina.

Xl

36

37



RESUMEN

El género Clusia se encuentra distribuido muy ampliamente
por el pais y América latina y especificamente formando parte
de la flora endémica de la Provincia de Loja, la cual es muy
variada, ademas estd especie es utilizada en la medicina
tradicional. Del extracto hexanico de Clusia latipes se han
aislado dos moléculas con actividad biol6gica como son la
Friedelina y B-amirina.

Por ello el objetivo de este estudio fue determinar el efecto
genotoxico producido por el extracto de Clusia latipes (planta
medicinal) y sus metabolitos secundarios Friedelina y B-
amirina. en linfocitos humanos mediante el ensayo cometa.

El tratamiento que se dié a las células fue de 3 horas y las
dosis que se usaron fueron 25, 35 y 45 ug/ml o pM
respectivamente y los debidos controles negativo (DMSO 0,9
%) y positivo (EMS 0,1 uM);

Los resultados del ensayo cometa muestran que existe un
efecto genotdxico, medido por la migracién de la cola del
cometa dosis - dependiente tanto del extracto de Clusia
latipes como de los compuestos: friedelinay acetato de B-
amirina, sin embargo el dafio es mas significativo a las
concentraciones mayores.

El consumo agudo de altas concentraciones del extracto de
Clusia latipes produce efectos genotdxicos en linfocitos
humanos.

Palabras Clave: Ensayo Cometa, Clusia latipes, metabolitos
secundarios, friedelina, Acetato de B-amirina, dafio al ADN.
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ABSTRACT

The genus Clusia is distributed very thoroughly specifically by
the country and Latin America being part of the endemic flora
of the Loja city, which is very varied, species is also it is used
in the traditional medicine. Of the extract hexanico of Clusia
latipes two molecules have been isolated with biological
activity as the Friedelin and 3 - amirin.

For it the objective of this study was to determine the
genotoxic effect produced by these substances in human
lymphocytes by means of the comet assay.

The treatment that was given to the cells was of 3 hours and
the doses that were used they were 25, 35 and 45 ug/ml or pM
respectively and the negative (DMSO 0,9%) and positive
control (EMS 0,1 uM);

The results of the rehearsal make they show that an effect
genotéxico exists, measured by the migration of the line of the
comet dependent dose so much of the extract of Clusia
latipes, as of the compounds: friedelin and - amirin acetate,
is the damage however more significant in the biggest
concentrations.

The sharp consumption of high concentrations of the extract of
Clusia latipes produces genotoxic effects in human
lymphocytes.

Key words: comet assay, Clusia latipes, secondary
metabolites, friedelina, 3-amirina acetate, DNA damage.
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OBJETIVOS

GENERAL:

7
0.0

Determinar el efecto genotoxico del extracto hexanico
de Clusia latipes asi como de los metabolitos
secundarios: Friedelina y Acetato de B —amirina en
linfocitos humanos mediante el Ensayo Cometa.

ESPECIFICOS:

7
0’0

Determinar la viabilidad de linfocitos humanos luego
de exponer al extracto y sus metabolitos secundarios
para establecer las dosis subtéxicas a las que se
probaré la genotoxicidad.

Determinar la genotoxicidad mediante el ensayo
cometa del extracto hexanico Clusia latipes y sus
metabolitos secundarios: Friedelina y Acetato de 8 —
amirina

Evaluar el efecto genotéxico del extracto de Clusia
latipes y sus metabolitos secundarios: Friedelina y
Acetato de B —amirina, de acuerdo con el tamafio de
cola.

XV



1. INTRODUCCION
1.1 GENOTOXICIDAD

La genotoxicidad de los agentes quimicos es una
caracteristica intrinseca, basada en el potencial electrofilico
del agente para unirse a los campos nucleofilicos de
macromoléculas presentes en las células tales como el acido
desoxirribonucleico (ADN), el portador de la informacién
hereditaria (IARC 1992).

La genotoxicidad es, por tanto, la toxicidad que se manifiesta
en el material genético de las células.

La definicion de genotoxicidad es muy amplia, e incluye
efectos tanto directos como indirectos sobre el ADN como por
ejemplo los que a continuacién se enumeran (IARC 1992):

1. Induccion de mutaciones (genéticas, cromosémicas,
gendmicas, recombinantes), que a hivel molecular son
similares a los acontecimientos que se sabe estan
implicados en la carcinogénesis.

2. Acontecimientos indirectos importantes asociados a la
mutagénesis como por ejemplo la sintesis de ADN no
pautada e intercambio de croméatidas hermanas, y/o

3. Lesion del ADN como la formacion de aductos, que
pueden dar lugar finalmente a mutaciones.

En la Figura 1 se muestra la relacion que existe entre la
exposicion a diversos agentes quimicos por medio de
diferentes vias, los cuales son causantes de enfermedades
por medio de desequilibrios bioguimicos o celulares.

-1-
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Figura N° 1. Relacion entre el control medioambiental, biolégico y de la
exposicion y vigilancia de salud.
Fuente: Lauwerys 2000.

Debido al papel de los cambios genéticos en el proceso de la
carcinogénesis, ha sido necesario establecer biomarcadores
que identifican sustancias capaces de provocar toxicidad
genética e identificarlos como cancerigenos potenciales. Se
han desarrollado diversos métodos de prueba a corto plazo
que permiten detectar algunos de los criterios de valoracion
de genotoxicidad (Lauwerys 2000).

Se han llevado a cabo varios estudios para comparar la
carcinogenicidad de sustancias quimicas con los resultados
obtenidos al examinarlas en pruebas a corto plazo. La
conclusién general ha sido que, a falta de una prueba Unica
validada que proporcione informacién sobre todos los criterios
de evaluaciébn genéticos antes mencionados, es preciso
comprobar cada sustancia quimica en mas de un ensayo y
en varios modelos bioldgicos (Lauwerys 2000).

Asimismo, el valor de las pruebas de genética toxicoldgica a
corto plazo para la prediccion de carcinogenicidad quimica ha

-2-



sido debatido y revisado en repetidas ocasiones. De acuerdo
con tales revisiones, un grupo de trabajo de la Agencia
Internacional para la Investigacion sobre el Céncer (IARC)
lleg6 a la conclusibn de que la mayor parte de los
cancerigenos humanos dan resultados positivos en las
pruebas a corto plazo utilizadas habitualmente. Sin embargo,
es preciso tener en cuenta que los cancerigenos epigenéticos
no se pueden detectar mediante las pruebas a corto plazo, las
cuales solo miden la actividad genotoxica intrinseca de una
sustancia.

Entre las técnicas mas usadas estan: el ensayo cometa,
prueba de micronicleos, intercambio de crométidas
hermanas, las cuales son las herramientas mas rapidas y
eficaces para evaluar los efectos toxicos primarios inducidos
por agentes quimicos y fisicos (Garaj-Vrhovac et al., 2009).

1.1.1 Relacién entre Genotoxicidad y
Carcinogenicidad

La relacién entre genotoxicidad y carcinogenicidad esta bien
demostrada por diversos datos indirectos de investigacion, tal
como se muestra en la Figura N° 2.

Esta correlacion proporciona la base para la aplicacion de los
biomarcadores de genotoxicidad al control biolégico como
indicadores del peligro de cancer.
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Figura N° 2. Interrelaciones entre genotoxicidad y carcinogenicidad.
Fuente: IARC 1992.



1.1.2 Carcinégenos

La induccién del cancer es un proceso que ocurre en etapas,
la primera de las cuales se denomina de “iniciacion” e implica
un dafio en el ADN que generalmente escapa a los
mecanismos de reparacion y que produce modificaciones de
la informacién genética en él contenido.

La proliferacion de células cuyos mecanismos de control han
sido permanentemente alterados durante la etapa de
iniciacion, continla con otros eventos llamados “promocion” y
“progresion” Esta cientificamente comprobado que la etapa de
iniciacion se debe a la interaccion del ADN con agentes
quimicos que se conocen con el nombre de carcinogenos (Gil
et al., 1997; Poirier M. C. (2004) Shimada et al., 2008).

Algunos compuestos son carcindgenos directos y otros
(precarcinégenos) necesitan una transformacion previa para
convertirse en carcindbgenos. La gran mayoria de los
carcinégenos son también agentes mutagénicos, es decir, que
provocan alteraciones en el material genético (Figura N° 3).
Una vez que el agente ha provocado la modificacién quimica
del ADN, las siguientes etapas —promocion y progresion-
pueden tomar largo tiempo. De este modo, una lesion puede
quedar dormida para sélo expresarse en forma de tumores
después de 20 6 30 afios (Gil et al., 1997; Poirier M. C. (2004)
Shimada et al., 2008).
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Figura N° 3. Mutagenos provocan alteraciones en el ADN.
Fuente: Shimada et al., 2008

Diversos estudios han mostrado que el medioambiente juega
un papel significativo en la generacién del cancer humano,
aunque muchos de los agentes quimicos especificos que lo
provocan no han sido alin completamente identificados
(Gyorffy et al., 2008).

Los contaminantes del aire urbano son un factor en la
incidencia de diversos canceres del aparato respiratorio entre
ellos estan: mondxido de carbono, dioxido de azufre, didxido
de nitr6geno, ozono, hidrocarburos aromaticos policiclicos y
nitroaromaticos, benceno, acetaldehido, 1,3-butadieno,
formaldehido, entre otros (Sanz-Gallén et al., 1997).

Otro de los factores es el stress oxidativo (como causa 0
efecto) en muchas enfermedades, incluido el cancer (Gyorffy
et al., 2008).

En resumen en la Figura N° 4 se indica los tipos de exposicion
principales ya sea ocupacionales y/o medioambientales



(incluso el aire, dieta y cigarro) y las exposiciones
medicinales:

BIOLOGICALLY EARLY
INLEORS';AL EFFECTIVE BIOLOGICAL
DOSE EFFECT
* Occupational  * Urinary biomarkers * DNA adducts * Cytogenetic
-PAH - 1-OHPY, 1-OHPG - bulky / PAH-DNA adducts end-points
- styrene - 3-hydroxy-benzolalpyrene - BP-tetrol (DNA adducts) _ca
- epichlorohydrin - benzidine metabolites - alkyl-DNA adducts -SCE
- herbicides - urinary mutagenicity - 4-ABP-DNA adducts - MN
- ethylene oxide - polyphencl-DNA add -HPRTT
- benzidine - 8-0x0-dG DNA adducts frequency

- benzidine-DNA adducts - GPA mutation
- cisplatin-DNA addh

« Ambient air fr ¥
-PAH

« Protein adducts
- Dietary -albumin adducts

-PAH - haemoglobin adducts

- aflatoxin
« DNA strand breaks, UDS
* Smoking
-PAH
-4-ABP
- alkylating agents

* Medicinal
-PAH
- cisplatin

Figura N° 4. Principales fuentes de exposicion de carcinégenos.
Fuente: Gyorffy et al., 2008

1.2 ENSAYO COMETA

El ensayo cometa o también conocido como electroforesis en
gel de una sola célula es una prueba genotéxica a corto plazo
usada muy ampliamente para revelar un amplio espectro de
agentes perjudiciales al ADN, capaces de inducir rotura doble
o simple de la cadena de ADN, entrecruzamientos y sitios
alcali-labiles (Singh et al., 1988; Fairbairn et al.,, 1995;
Anderson et al., 1998; Rojas et al., 1999). En relacion a otras



técnicas el ensayo cometa es el protocolo de estudio
genotoxico de mas importancia y calidad debido a la
aceptacion cientifica que posee y por los resultados emitidos
por el ensayo, los cuales tienen una alta veracidad (Brendler-
Schwaab et al, 2005).

Fotografia N° 1. Cometa donde se distingue claramente su cabeza y cola.
Fuente: Rojas et al., 1999



1.2.1 Formas del Ensayo Cometa

En la tabla 1 se observan las diversas versiones existentes
del ensayo cometa asi como el tipo de dafio que permiten

evaluar.

Tabla N° 1. Fuente: Wong et al., 2005

Ventajas/aplica

Version | Caracteristicas cion Referencia
v’ Lisisy v Uso en | Ostling &
electroforesis a situaciones que | Johanson
pH 9,5 requiera menor | 1984;

v" ADN menos | sensibilidad. Singh,

pronunciado en | Por ejemplo | 1988;
Ensayo | las colas del | cuando el dafio | Angelis et
cometa | cometa. inducido es | al., 1999;
Neutro v Detecta alto. Collins

roturas de 2004

cadena simple y

doble.

v" Menos

sensible que la

version alcalina

v’ Lisis y | v Se obtienen | Singh,

electroforesis en | imagenes 1988; Olive

pH >13. claras del | et al., 1990;

v' Detecta mas | cometa. Angelis et
Ensayo tipos de dafio al | v Se usan | al., 1999
cometa ADN como los | controles como | ;Tice et al.,

Alcalino | sitios alcali- | ensayos 2000
labiles, rotura de | modelo.

cadena doble,

simple.




1.2.2 Aplicaciones

Dentro de las aplicaciones del ensayo cometa tenemos:

Esta técnica ha sido aplicada en el estudio
genotoxico de muchos compuestos investigados que
incluye metales, pesticidas, opioides, nitrosaminas,
drogas anticancer, aditivos de alimentos vy
medicamentos (Fairbairn et al., 1995; Anderson D. et
al., 1998; Marzin, 1999; Rojas et al., 1999; Sasaki et
al., 1999; Brendler-Schwaab et al., 2005).

Ecotoxicologia (Belpaeme et al., 1998; Cotelle y
Ferard, 1999).

Biomonitoreo (Figura N° 8) humano de poblaciones
expuestas a agentes genotoxicos de forma
ocupacional o ambiental (Collins et al., 1997; Kassie
et al., 2000; Moller et al., 2000; Dusinska et al.,
2008).

-10 -



Uses of the comet assay at different stages of biomonitoring

External Internal Individual Intermediate Endpoint
exposure exposure susceptibility effects
Monitoring of Bioavailability Genotypic/phenotypic ~ Mutations Disease
environment Melabolism variation: Chromosome Desth
Excretion Phase I/l metabolism ~ aberrations
Antioxidant status ~ DNA repair Apaptosis

Immune function
Antioxidant enzymes

Increasing relevance to risk estimation

Comiet assay measures:

Environmental DNA breaks DNA repair capacity Oxidative DNA Elevated DNA
contamination Base damage (phenctypic variation):  damage Is marker damage is
(ecogenotoxicology) Strand break rejoining of oxidative stress associated
Base excision repair and may therefore with various
Nucleotide excision repair  be a predictive disease states
Resistance to oxidation by H,0, marker of diseases (as cause or
associated with effect)
oxidative stress
Figura N° 5. Aplicaciones del ensayo cometa en diferentes fases de un

biomonitoreo.
Fuente: Dusinska et al., 2008

Radiobiologia clinica (Olive et al., 1990, 1998; Olive,
1999).

Su versatilidad ha permitido la investigacion de
mecanismos de la reparacion (Speit y Hartmann,
1995,; Alapetite et al., 1997), la deteccion de
apoptosis (Fesus et al., 1991) y el estudio de
agentes alquilantes, oxidantes y causantes de
entrecruzamientos (Monteith y Vanstone, 1995;
Gedik et al.,, 1998; Pfuhler y Wolf, 1996; Merk y
Speit, 1999).

-11 -




1.2.3 Ventajas y Desventajas

Como todo biomarcador esté ensayo presenta tanto ventajas
como desventajas, dentro de las cuales estan:

1.3

Las principales ventajas del ensayo es que es
aplicable a una gran variedad de tejidos y tipo de
células, requiere un numero de muestra
relativamente pequefia, y es muy sensible al dafio al
ADN (Brendler-Schwaab et al, 2005).

Dentro de las desventajas del ensayo es que las
condiciones de la electroforesis y el pH del ensayo
facilmente pueden variar los resultados obtenidos
asi como el hecho de que mecanismos indirectos
relacionados como la citotoxicidad, pueden llevar a
determinar efectos falsos positivos (Brendler-
Schwaab et al, 2005).

FLORA: UNA FUENTE DE COMPUESTOS
BIOACTIVOS

El uso de especies vegetales es muy popular a nivel mundial
y comun por sus ventajas como alimento, ropa y cosméticos;
en la construccién de refugios y trampas; herramientas y
armas; venenos para la caza de animales; y finalmente como
medicinas y agentes protectores de la cosecha (Suffredini et

al., 2006

Existe

una gran variedad de plantas con propiedades

conocidas que abarca cerca de las dos mil especies

-12 -



vegetales, que son muy usadas en los paises en vias de
desarrollo (Suffredini et al., 2006).

A principio de este siglo, el desarrollo de la quimica y el
descubrimiento de complejos procesos de sintesis organica
desembocaron en la puesta en marcha por parte de la
industria farmacéutica, de una nueva produccion de
medicamentos. Para la fabricacion de muchos de ellos
utilizaron los principios activos de determinadas plantas
medicinales, creyendo en las acciones atribuibles a dichas
sustancias, donde la cantidad de principio activo es superior al
gue posee la planta. Estudios revelan que muchos productos
herbarios y sus compuestos aislados tienen efectos
potencialmente dafiinos (Andrade et al., 2008; Pino et al.,
2008).

No debemos olvidar que los remedios a base de plantas
medicinales presentan una inmensa ventaja con respecto a
los tratamientos quimicos. En las plantas los principios activos
se hallan siempre bioldgicamente equilibrados por la
presencia de sustancias complementarias que van a
potenciarse entre si, de forma que en general no se acumulan
en el organismo, y sus efectos indeseables estan limitados.
Sin embargo, a pesar de que han aumentado las
investigaciones y estudios cientificos de las plantas
medicinales, todavia no se conocen muchos de los principios
activos a los que deben las plantas sus extraordinarias
cualidades (Pino et al., 2008).

1.4 TRITERPENOS CON ACTIVIDAD GENOTOXICA

Los triterpenos son compuestos quimicos que atraen mucha
atencion debido a sus actividades bioldgicas. Se encuentran
ampliamente distribuidos en todo el reino vegetal formando
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parte de los diferentes érganos de la planta (frutos, raices,
latex, semillas, hojas y partes aéreas en general) (Martin et
al., 2009).

Quimicamente los triterpenos se forman a partir de un
esqueleto de 30 carbonos, procedentes de la ciclacion 3S-2,3-
epoxido -2,3-dihidroescualeno o, mas raramente, del mismo
escualeno; casi siempre hidroxilados en 3 (debido a la
apertura del epodxido). Los triterpenos presentan una gran
unidad estructural: las principales diferencias se deben a su
configuracién y van unidas a la conformacién adoptada por el
epoxiescualeno (o el escualeno) antes de la ciclacion; el
cation que se produce en esta ciclacion, puede sufrir a
continuacién una serie de desplazamientos 1,2 de protones y
de metilos que justifican la existencia de los diferentes
esqueletos tetra y pentaciclicos que caracterizan este
grupo.Comprendiendo cinco o seis anillos (ursanos vy
oleananos) y uno — cinco anillos (lupanos), y como las
moléculas son lipofilicas pueden penetrar la sangre, la barrera
cerebral (Bruneton 2001; Martin et al., 2009).

El interés terapéutico y el empleo industrial de triterpenos
hace de este un grupo de metabolitos secundarios de gran
importancia, a continuacién se detallan algunas de sus
utilidades (Bruneton 2001):

e Interés de los heterésidos cardiotonicos, a los que
ningln producto sintético ha podido todavia sustituir
completamente.

e Utllidad de las sapogeninas espirostanicas, del
sitosterol o del estigmasterol que son materias
primas muy UGtiles en procesos biotecnolégicos.
Siguen siendo indispensables para cubrir las
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necesidades de la industria farmacéutica en
medicamentos esteroideos (anticonceptivos,
anabolizantes, antiinflamatorios).

e Interés terapéutico de numerosas drogas con
saponésidos utilizados para la extraccion de
moléculas activas (escina, glicirricina), para la
obtencion de formas galénicas simples o preparados
de fitoterapia.

¢ Importancia econémica de regaliz, edulcorante poco
calorigeno, muy utilizado en las industrias
agroalimentarias.

¢ Importancia de los saponosidos en la medida en que
su presencia puede disminuir de forma importante el
valor nutritivo de forrajes o conferir a las plantas de
nuestro entorno cotidiano una toxicidad digna de
tener en cuenta.

e Potencialidades terapéuticas en los campos mas
diversos:  citostaticos, antivirales, insecticidas,
antiinflamatorios, molusquicidas, analgésicos.

Varios estudios sugieren que los triterpenos acidos y
alcohdlico presentan actividades anti — tumorales vy
propiedades citotdxicas contra varias lineas celulares
cancerigenas de diferentes tejidos (Martin et al., 2009).

Actualmente, la medicina tradicional representa una opcion
importante de respuesta ante las necesidades de atencion a
la salud integral y, por lo tanto, presenta una vision muy
adecuada a los problemas de salud. La medicina tradicional,
sin embargo, es muchas veces todo lo que se tiene a la mano
en las comunidades e incluso el Unico recurso disponible.
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Esto hizo que se profundizara en el conocimiento de las
especies vegetales que poseen propiedades medicinales y
ampliar sus experiencias en el empleo de los productos que
de ellas se extraen en la realizacion de ensayos que
determinen su eficacia, citotoxicidad y genotoxicidad.

1.4.1 Clusia latipes

Dentro de la variada flora que se encuentra en el Sur del
Ecuador, se encuentra un gran ndmero de especies
pertenecientes a la familia Clusiaceae, cuyo género mas
representativo e importante por su uso medicinal es Clusia
(Mats et al., 2007).

Entre los usos mas destacados de las especies de esta
familia en medicina popular estan: el tratamiento de la lepra,
cefalalgias y en aplicaciones tépicas; algunas de estas
especies producen resinas aromaticas, aceites y pigmentos
(Mats et al., 2007).

Las plantas de esta familia se caracterizan por presentar latex
en sus tejidos, caracteristica que le da nombre a la familia.
Esta formada por alrededor de 1200 especies agrupadas en
45 géneros, dentro de los cuales el género Clusia es uno de
los principales con alrededor de 300 especies como se
observa en la Figura N° 6 (Mats et al., 2007).

-16 -



Figura N° 6. Mapa de distribucién del Género Clusia y estimacién del nUmero
de individuos.
Fuente: Mats et al., 2007

Estudios fitoquimicos de plantas de este género revelan la

presencia, fundamentalmente, de benzofenonas
isopreniladas, ademéas de otros metabolitos como
flavonoides, terpenos, cumarinas, esteroles y

dihidrofenantrenos (Mangas et al., 2008).
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Por otro lado, las especies de este género muestran una gran
versatilidad en cuanto a actividades biolégicas, lo que hace de
ellas una fuente interesante de compuestos activos que
pueden ser usados con diversos fines. En estas especies se
han encontrado acciones farmacolégicas tales como:
actividad antimicrobiana de amplio espectro frente a una gran
diversidad de bacterias, actividad quimiopreventiva del
cancer, actividad antioxidante, actividad antinflamatoria,
actividad antihepatotoxica y accion inhibitoria del Virus de
Inmunodeficiencia Humana (VIH) (Mangas et al.,, 2008;
Compagnone et al., 2008).

Sin embargo, algunas especies de Clusia pueden ocasionar
efectos toxicos tales como: irritacion del tracto gastrointestinal,
nauseas, vémitos, diarrea, desequilibrio, célicos y taquicardia
(Gil et al., 2006).

En el género Clusia se han identificado triterpenoides como a
y B amirinas, friedelina, aplotaxeno, acido oleandlico, a y B
friedelinol y el (17a,20R)-dammara- 12,24-dien-3f-ol que fue
el primer terpenoide obtenido naturalmente con un esqueleto
de este tipo (Mangas et al., 2008).

A partir del extracto hexanico de Clusia latipes se aislaron dos
metabolitos que de acuerdo con algunas caracteristicas como
peso molecular, punto de fusion y férmula quimica los mismos
gue se identificaron como friedelina y B-amirina. Y a partir de
la B-amirina se puede obtener el acetato de B-amirina, este
compuesto junto con la friedelina y el extracto hexanico de
Clusia latipes fueron estudiados en este trabajo.
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1.4.2 Friedelina

La friedelina (figura N° 7) es un triterpeno que tiene un
esqueleto de anillo basico denominado friedelano, el mismo
gue esta oxigenado en la posicion tres, generalmente como
cetona (Valencia 1995).

La friedelina como tal ain no ha sido descrita en su actividad
biolégica pero lo que se conoce es que tendria injerencia en
la actividad antiulcerogénica (Oliveira et al., 1991; Pereira
Soares et al., 1992). Ademaés la friedelina posee actividad
citotoxica en las lineas celulares PC3 y U251, también
ensayos in vitro indican la inhibicién de la transcriptasa HIV-1
reversa (Reyes-Chilpa et al., 2004).

Fig 7. Estructura quimica de la FriedelinaCszoHsoO. Peso molecular 426.73
g/mol.
Fuente: Salama 1998
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1.4.3 B-amirina

Entre los triterpenos mas importantes y ampliamente
distribuidos en forma de glicésidos estan las a y B amirinas,
de las cuales, la B amirina se encuentra constituida por un
esqueleto de anillo basico denominado oleonano; la cual se
diferencia por las insaturaciones y los grupos hidroxilo y
carbonilo adicionados. Ademas las diferencias
estereoquimicas juegan un papel importante en lo que se
refiere a su actividad biologica (Valencia 1995) (Figura N° 8).

B-amirina

Acetato B-amirina

Figura N° 8. Acetilacion de la molécula de B-amirina para asegurar su
estabilidad.
Fuente: Valencia 1995
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2. METODOS

2.1. Modelo Biolégico y Donadores
Se utilizd como modelo bioldgico linfocitos humanos.

Las muestras de sangre heparinizadas fueron obtenidas via
intravenosa de los donantes sanos, los mismos que se
encontraban en un rango de edad comprendida entre 20 — 25
afios, y debieron cumplir con las siguientes condiciones: que
no estuvieran bajo ningln régimen medicamentoso, ni hayan
cursado algun cuadro sintomético durante el muestreo, debido
a que estudios demuestran que la proliferacién celular y
variaciones en los resultados con el ensayo cometa intra e
inter individuales puede verse alterados por factores externos
como: edad, contaminacion del aire, dieta, ejercicio, género,
enfermedades infecciosas, rayos solares, cigarrillo (Moller,
2000).

2.2 Compuesto De Prueba

2.2.1 Extracto hexanico de Clusia latipes y
metabolitos

El extracto de Clusia latipes y los compuestos fueron
donados por la Dra. Natalia Bailbn del Centro de Biologia
Celular y Molecular.

2.3 Controles

2.3.1 Control Positivo
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Se utilizé el etil metanosulfonato (EMS) a una concentracion
de 0,1 puM, ya que es un poderoso agente alquilante
monofuncional, el mismo que no requiere de activacion
metabdlica; tiene afinidad por el ADN, cuyo mecanismo
comienza con la donacién de un grupo etilo que reacciona con
los sitios nucleofilicos dentro del ADN (Wyatt et al., 2007;
Rundell et al., 2003; Meuth M., Arrand J. 1982).

Su toxicidad, mutagenicidad y carcinogenicidad se ha
observado en varios estudios toxicologicos y genotoxicos, y
es por consiguiente un compuesto valido para usar en los
estudios de esta naturaleza debido a sus efectos conocidos in
vitro. Induce dafio genético por medio de varios mecanismos
moleculares que cambian la estructura de los genes,
desapareamiento y cambio de bases en células de mamiferos
por mecanismos aln desconocidos (Wyatt et al.,, 2007;
Rundell et al., 2003; Meuth M., Arrand J. 1982).

2.3.2 Control Negativo

Los compuestos a probar se disolvieron en DMSO; a una
concentracion maxima de 0,9 % (viv), la misma que fue
utilizada en el control negativo. (Celik H. y Arin¢ E., 2008).

2.4 Ensayo de Viabilidad (FDA)

La siembra se realiz6 en tubos eppendorf con 928.6 ul de
medio RPMI (Gibco) suplementado con antibitico vy
antimicotico (Gibco), L- glutamina (Gibco) y aminoacidos no
esenciales (Gibco) al 1 %; 71.4 pl de sangre heparinizada. Se
incubd a una temperatura de 37°C y humedad atmosférica del
5 % de CO, durante 3 horas, incluyendo el tratamiento
correspondiente.
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Sustancias Concentraciones
Control DMSO 0.9 %
Negativo
Extracto Clusia latipes 25,35 y 45 ug/ml
) Friedelina 25,35 y 45 uM
Sustancias
a Probar
B — amirina 25,35 y 45 uM
Control
Positivo EMS 0.1 1M

Tabla N° 2. Disefio de Tratamiento.

Luego de 3 horas de incubacion se homogenizaron los tubos
y fueron centrifugados dos veces durante 2 min. a 10000 rpm.
Del pellet obtenido se utilizé 20 pl para determinar el
porcentaje de células viables mediante la técnica de doble
tincion con una solucién de Diacetato de Fluoresceina —
Bromuro de Etidio, contando un total de 200 células (vivas de
color verde y muertas de color rojo) (Mishell et al., 1980).
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Fotografia N° 2. Fotografia del ensayo de viabilidad. Células verdes (vivas) y
rojas (muertas).
Fuente: El Autor

2.5 Ensayo Cometa

Las laminillas fueron preparadas con una suspensién del
pellet obtenido anteriormente con 150 uyl de agarosa LMP
(bajo punto de fusién) y se colocé 75 ul de esta mezcla en
cada laminilla que contiene previamente agarosa NMP
(normal punto de fusién) al 1 %, se cubrié inmediatamente. Se
prepararon 2 placas por cada tubo de siembra. Después de
preparar todas las laminillas se llevaron a refrigeracion
durante 5 min para fijjar la agarosa. Luego se sacd el
cubreobjetos de la laminilla y se colocé 150 ul de agarosa
LMP, se cubri6 nuevamente y se refriger6 por 5 min
adicionales.

Posterior a ello se colocaron las laminillas en solucién de lisis
(10% de DMSO y 1% de triton X-100 2.5 M NaCl, 100 mM
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EDTA, 10 mM Tris y pH 10), por un tiempo minimo de 1 hora
y maximo de 15 dias.

Antes de realizar la corrida electroforética se dejo reposar las
placas en el buffer de electroforesis pH 13 que contiene: 1
mM EDTA (Invitrogen) e hidréxido de sodio 300 mM (Merck)
hasta cubrirlas completamente.

Terminado este tiempo se realiz6 la corrida electroforética en
forma horizontal, las condiciones usadas fueron: 25 V, 300
mA'y 20 min. (Tice et al. 2000).

Luego de la electroforesis, las placas fueron sometidas al
buffer de neutralizacién pH 7.5 (0, 4 M tris), estas se
deshidrataron con metanol para su posterior analisis.

Las laminillas fueron hidratadas en agua desionizada fria y
tefiidas con 60 pl de bromuro de etidio 1.5 ug/ml cubriéndolas
con una laminilla cubreobijetos.

La migracién del ADN se evalu6 contabilizando 50 cometas
por cada laminilla, midiendo la longitud de su cola en un
microscopio de fluorescencia (Zeiss) con el objetivo 40x.

2.6 Anadlisis Estadistico

Para el analisis estadistico de los datos obtenidos de
viabilidad se utilizé la prueba de comparaciéon multiple ANOVA
y una prueba posterior de Dunnett, usando el software
estadistico GraphPad Prisma 5.

En cambio para los datos del ensayo cometa previo a su

estudio se realizé el test Shapiro — Wik, para observar la
normalidad de los datos, con lo cual se determiné que eran no
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paramétricos y se los analiz6 con el test no parametrico
ANOVA, test Kruskal — Wallis para la comparacién bilateral.
Ademas para la clasificacion del largo de la cola de los
cometas se lo realizdé en base a su frecuencia dentro de 3
categorias tomando en cuenta el nivel de dafio al ADN
(Albertini et al., 2000):

= 0-20 pm Dafio Leve
= 21-40 pum Dafio Medio
» 41 0 Mas um, Dafio Alto

Tabla N° 3. Niveles de dafio al ADN
Fuente: Albertini et al., 2000
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Dafio Medio Dafo Alto

Fotografia N° 3. Nivel de dafio al ADN expresado por el largo de la cola.
Fuente: Yildiz et al., 2008
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DIAGRAMA DEL ENSAYO COMETA
VRN

Muestra

Siembray
Tratamiento

(

Placas

h Neutraliza_

pH 7,5

Elaborado por: El Autor
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3. RESULTADOS
3.1 VIABILIDAD CON FDA

3.1.1 Viabilidad con Extracto Hexanico de Clusia
latipes

El ensayo de viabilidad con FDA nos sirvié para determinar el
porcentaje de células vivas. En la grafica 1 se observa el
porcentaje de viabilidad de los linfocitos expuestos a las
diferentes dosis del extracto hexanico de Clusia latipes asi
como los respectivos controles; no existe diferencia
significativa de la viabilidad entre las diversas dosis del
extracto y el control con DMSO.

1001

80- —

60+

40

% Viabilidad

204

ug/ml Clusia latipes

Gréfica N° 1: Las barras representan el porcentaje de viabilidad + SEM
obtenidos de tres experimentos independientes con tres diferentes
donadores, test paramétrico ANOVA y como post test de Dunnett, p< 0.05

-29.-



3.1.2 Viabilidad con Friedelina

En la grafica N° 2 se puede observar que la viabilidad de los
linfocitos disminuye gradualmente a medida que aumentan las
dosis de Friedelina, pero estadisticamente no existen
diferencias significativas.

100-
80_l — —
B
2 60+
=
[3+]
S 40-
A
204
0 L) L) L) L)
uM Friedelina

Gréfica N° 2. Porcentaje de linfocitos viables tratados con las diferentes
concentraciones del metabolito secundario Friedelina y los correspondientes
controles. Se utilizo el test paramétrico ANOVA y como post test de Dunnett,
p< 0.05
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3.3.1 Viabilidad con acetato de B —amirina

Los resultados obtenidos de los ensayos de viabilidad con
FDA se muestran en la grafica N° 3, la cual indica los
porcentajes de viabilidad de los linfocitos expuestos a las
diversas dosis de acetato de B —amirina los mismos que
superan el 70%, ademdas se indica que existe diferencia
significativa entre las diversas dosis y el control positivo (EMS
0.1 um).

100+

804

604

40-

% Viabilidad

204

0 T T T
- “
e D)% P = 6@

uM Acetato de B- amirina

Gréfica N° 3. Porcentaje de linfocitos humanos vivos representados como la
+ SEM de tres experimentos independientes y por duplicado con cada una de
las concentraciones de acetato $ —amirina. Test ANOVA y post test Dunnett.
p<0.05
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3.2 ENSAYO COMETA

3.2.1 Largo de Cola con Extracto Hexanico de
Clusia latipes

La gréfica N° 4 indica la migracion del ADN mostrandose una
relacion dosis — dependiente de la concentracién del extracto
Clusia latipes.

100-
B w2
= 897
o
o 60-
o
m —
o 404
>
= 204
—

0 T T

S 5 LRSS
ug/ml Clusia latipes

Gréfica N° 4. Efectos del extracto de C. latipes en la migracion de la cola del
cometa. Los datos representan la media + SEM, por duplicado de 3
experimentos independientes de 3 donadores. Los simbolos recalcan las
diferencias estadisticas entre el control y cada concentracion del extracto: p <
0.05 — de acuerdo con la prueba Kruskal — Wallis
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3.2.2 Largo de Cola Friedelina

Las concentraciones probadas de Friedelina inducen dafio
genotdxico en linfocitos humanos tal como se indica en la
grafica N° 5, ello expresado por el largo de cola de los
cometas.

1001
e —
3 &0q -

* *
(_U o E——
O 604
o
D —
S 404
o
> 204
<
—
0 T T T T
X A P W
6& <
uM Friedelina

Grafica N° 5. Las barras constituyen la + SEM de tres ensayos diferentes
cada uno por duplicado, donde se muestra el dafio genotéxico producido por
las dosis de Friedelina expresado por el largo de la cola de los cometas. Test
no parametrico ANOVA y post test Mann Whitney (% 0.05).
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3.3.2 Largo de Cola acetato de B —amirina

La grafica N° 6 indica el dafio que producen las dosis
probadas de acetato de § —amirina 25, 35 y 45uM con relacion
a los distintos controles tanto positivo (EMS 0.1 uM) como
negativo (DMSO 0.9 %).

1001

m)

80+
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Largo de cola
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?

o

4

uM Acetato de B-amirina

Grafica N° 6. Efecto genotoxico producido en el ADN de los linfocitos por las
dosis de acetato de B —amirina. La gréfica representa la media + SEM de 3
experimentos por duplicado de 3 donantes. Segln la prueba de Mann
Whitney existe diferencia significativa (¥ % 0.05).
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3.3 MIGRACION DEL ADN

3.3.1 Clasificacién por dafio del ADN Extracto
Hexanico de Clusia latipes y sus
metabolitos

La clasificacion de los cometas se realizd6 de acuerdo a los
tres niveles de dafio citados anteriormente en la tabla N° 3.

En la gréficas N° 7, 8 y 9 se observa la frecuencia del nimero
de cometas dentro del nivel alto a medida que aumentan las
dosis de las sustancias probadas como son: extracto de
Clusia latipes, Friedelina, acetato de $ —amirina y el control
positivo (EMS 0.1 pM), evidenciando asi que existe un
marcado dafio al ADN.

500-
[ Bajo
400 B Medio
8 @ Alto
@ 300-
E
8 200+
P
100+
o4
O & S P )
& &
ug/ml Clusia latipes

Gréfica N° 7. Clasificacién de los cometas de acuerdo a los niveles de dafio
al ADN en cada una de las dosis del extracto de Clusia latipes y los controles.
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Grafica N° 8. Distribuciéon de los cometas de acuerdo a los niveles de dafio
bajo, medio y alto en cada una de las dosis de Friedelinay controles.
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Grafica N° 9. Niveles de clasificacion de los cometas segun la migracion del
ADN de los linfocitos humanos sometidos a las diversas concentraciones de

acetato de B —amirina y los correspondientes controles.

Cabe recalcar que los resultados vertidos en este estudio se
presentaron en las Jornadas de Carteles del Instituto de
Investigaciones Biomédicas, Octubre 2009.

4. DISCUSION

En la busqueda de nuevos farmacos los productos naturales
obtenidos principalmente la flora, han sido de gran utilidad,
dada a su riqueza y variedad de metabolitos secundarios
presentes en ella. En esta bulsqueda, la informacion
proporcionada por las diferentes culturas, también conocida
como medicina tradicional ha sido de gran importancia ya que
ha permitido el desarrollo del conocimiento farmacéutico.
(Higuchi et al., 2008).
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Por tanto, los estudios farmacoldgicos de extractos obtenidos
de las plantas; asi como de sus metabolitos secundarios
ademas de los ensayos biodirigidos en gran medida han
coincidido con el uso en la medicina tradicional, y han
permitido el desarrollo de una gran cantidad de farmacos.
Pero por otro lado, el hecho de que sean de este origen no
significa que no puedan producir efectos adversos, entre ellos
se encuentra el efecto genotéxico. Dada a la estrecha relacién
que existe entre el dafio al ADN con el desarrollo de la
carcinogénesis, y alteraciones de tipo genético en las
siguientes generaciones, debido a ello se han implementado
algunos biomarcadores que permiten estimar este riesgo
(Moura et al., 2008).

En este proyecto se evalu6 la capacidad para inducir
genotoxicidad, mediante el ensayo cometa, del extracto
hexanico de Clusia latipes y dos metabolitos secundarios
extraidos del mismo. El ensayo cometa in vivo (SCGE) es
usado cada vez més en las pruebas de genotoxicidad, ya que
con esta técnica se puede descubrir los diferentes tipos de
dafio al ADN como roturas simple y doble de la cadena de
ADN, sitios alcali-labiles, entrecruzamientos de ADN-ADN vy
ADN-proteina (Moura et al., 2008). Entre sus ventajas incluye
la aplicabilidad a varios tejidos y/o tipos de células especiales,
alta sensibilidad en la deteccion de niveles bajos de dafio al
ADN, y requerimiento de un nimero pequefio de células por
muestra, entre otros (Singh et al., 1988; Tice et al., 2000).

Este tipo de pruebas puede detectar dafio primario al ADN
que no necesariamente refleja el efecto que el compuesto
qguimico podria causar a la célula, ya que una fraccion del
dafio podria ser reparado.
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Los resultados obtenidos al exponer a los linfocitos humanos
al extracto hexanico de Clusia latipes y sus metabolitos
secundarios Friedelina y acetato de p —amirina mediante el
ensayo cometa, indican tanto de forma cualitativa como
cuantitativa que existen diferencias con el control negativo; es
asi que, al clasificar los cometas dentro de los tres niveles de
dafio: leve, medio y alto, la frecuencia del nivel alto se
incrementd a medida que aumentaban las dosis (Grafica N° 7
ag).

Ademas existe un incremento en la migracion de la cola del
cometa estadisticamente significativo, tanto para el extracto
como para los metabolitos secundarios Friedelina y acetato de
B —amirina (Gréafica N° 4 a la 6). Como se esperaba, el control
positivo induce un aumento significativo en la migracion de
ADN de los linfocitos humanos (p <0.05) y el control de DMSO
no supera la 20 um.

Hasta el momento no se informado en la literatura sobre la
composicién fitoquimica y su actividad biolégica de Clusia
latipes; sin embargo, estos datos existen para otras especies
de Clusia donde se conocen algunos componentes bioactivos
con actividades antimicrobianas, antiinflamatorias,
espasmoliticos, citotoxicas y  antihipertensivas.  Los
metabolitos secundarios asilados principalmente de este
género son benzofenonas isopreniladas, ademas de
flavonoides, terpenos, cumarinas, esteroles y
dihidrofenantrenos (Mangas et al., 2008).

Los datos obtenidos en el presente estudio mostraron que el
extracto de Clusia latipes, presenta un efecto genotoxico a las
condiciones del ensayo al igual que el extracto etandlico de
Clusia alata, que produce el mismo efecto medido con el
ensayo cometa en ratones albinos suizos, a una
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concentraciéon de 1000, 2000 y 3000 mg/Kg (Moura et al.,
2008).

Dado a los resultados obtenidos seria importante confirmar el
efecto genotoxico de la especie con otros ensayos a corto
plazo para determinar su riesgo para la salud humana, ya que
la especie es de consumo humano. Aunque, el consumo de
esta especie es en tisanas, decocciones, maceraciones Yy
aguas aromdticas y no es posible comparar las
concentraciones de los metabolitos secundarios presentes en
el extracto hexanico, también es cierto que muchas de la
veces el consumo de ellas es por un tiempo prolongado, lo
gue conllevaria a una exposicién crénica, a los componentes
del extracto. Por otro lado, se conoce que la exposicion
prolongada a un compuesto genotoxico, puede dar inicio a la
enfermedad, de ahi la importancia de que se modere su
consumo (Tene et al., 2007; Pino et al., 2008).

En la busqueda de los metabolitos secundarios responsables
del efecto observado en el caso del extracto de Clusia latipes,
se evaluaron dos de los metabolitos secundarios. En el caso
de la Friedelina que también en plantas del mismo género
como Clusia rosea, Clusia minor L.; una vez mas se demuestra
la gran abundancia de este triterpeno en el género Clusia. Asi
como las plantas son fuente de moléculas bioactivas en su
mayoria, también existen otras fuentes como por ejemplo se
ha informado de la presencia de friedelina en algas, liquenes,
musgos, carbén, y cera mineral. Y en el caso del acetato de B-
amirina presente en otras especies como Clusia minor
(Chandler et al., 1979; Mangas Marin et al., 2008).
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Segun Xie et al., 200, la doble rotura de la cadena de ADN es
la forma de dafio mas severo que incluso que puede producir
la muerte celular, se conoce que la Friedelina puede inhibir el
crecimiento de algunas lineas celulares tumorales humanas a
dosis superiores a las probadas en nuestro estudio, ademas
los datos de viabilidad obtenidos en los linfocitos humanos
confirman que la Friedelina a las dosis probadas no tiene un
efecto citotéxico (Grafica N° 2) (Reyes-Chilpa et al., 2004).

Para el caso del acetato de [- amirina tampoco existe
informes en la literatura sobre su efecto genotoxico. Pero al
evaluar el efecto observado con el extracto y los dos de sus
componentes, el efecto es muy similar a pesar que el extracto
lo evaluamos a una concentracion mayor, de ahi que los mas
probable es que existan otros metabolitos que estén
modulando el efecto genotéxico.

5. CONCLUSIONES:

v' El ensayo cometa alcalino es la prueba mas
ampliamente aplicada hoy en dia, para la evaluacién
de alteraciones genotdxicas en las células expuestas
a agentes fisicos y quimicos; Las variaciones en el
ensayo nos facilita la deteccion de diversos tipos de
dafio como: rotura simple y doble de la hebra de ADN,
sitios alcali-labiles, sitios de reparacion incompleta,
entrecruzamientos.

v' El ensayo proporciona datos de los efectos
genotoxicos en poblaciones expuestas por un lado. Y
por otro proporciona la informacion fundamental sobre
los mecanismos de genotoxicidad, respuestas
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celulares, lo cual es crucial para la interpretacion de
los resultados de los biomonitoreos en lo que se
refiere al riesgo de cancer.

A las dosis probadas del extracto de Clusia latipes y
de los metabolitos secundarios, la viabilidad celular no
es menor al 70 %, aunque si disminuye comparado
con el control negativo.

Tanto los metabolitos como el extracto hexanico de
Clusia latipes estan produciendo dafio genotéxico,
medido por el ensayo cometa. El efecto observado es
una relacién dosis — dependiente.

Aungue los dos metabolitos: Friedelina y Acetato de
B-amirina producen dafio al ADN, el dafio observado
en el extracto es similar al de estos lo que implicaria
gue los otros componentes del extracto podrian estar
disminuyendo el efecto genotdxico.

La gran diversidad de componentes encontrados y
sus diversos efectos biol6gicos demuestran que el
género Clusia constituye una fuente importante de
metabolitos secundarios.
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ANEXO 1

CITOTOXICIDAD Y GENOTOXICIDAD DE Clusia latipes.
Bailén N.*, Celi L.%,Martinez-Vasquez M.’, Ramirez T.",
Sordo M?.,Salazar AM?., Ostrosky-Wegman P?°Departamento
de Medicina Genémica y Toxicologia Ambiental, Instituto de
Investigaciones Biomédicas, Universidad Nacional Autbnoma
de México.” Instituto de Quimica, Universidad Nacional
Auténoma de México, ° Universidad Técnica Particular de
Loja-Ecuador.

Los metabolitos secundarios o los semisintéticos obtenidos de
fuentes naturales constituyen cerca del 80% de todos los
farmacos aprobados por FDA entre 1983 y 1994, lo que
sefiala la importancia de estudiar a los productos naturales.El
género Clusia, se distribuye en la zona tropical y subtropical
de Centroamérica y Sudamérica, y se han aislado algunos
metabolitos secundarios con actividad anticancerosa, anti-
VIH, asi como antifungica. En Ecuador, la especie Clusia
latipes es utilizada por la poblaciéon para eliminar verrugas,
por ello se considero estudiar el efecto citotdxico y genotoxico
del extracto hexanico de C. latipes, y de los metabolitos
secundarios obtenidos de ésta especie. Las hojas de C.
latipes fueron recolectadas en Gonzanamad, provincia de Loja-
Ecuador. Del material vegetal seco se obtuvo por maceracién
el extracto hexénico. La actividad inhibitoria del crecimiento
de células tumorales fue evaluada mediante el modelo de
sulforrodamina B. El extracto inhibié el crecimiento en todas
las lineas celulares evaluadas. Por cromatografia en columna
se obtuvo del extracto un compuesto cuyas caracteristicas
espectroscopicas permitié identificarlo como friedelina. La
genotoxicidad del extracto y de la fiedelina fue evaluada
mediante el ensayo cometa en linfocitos humanos. Ambos
produjeron un incremento de la cola del cometa, pero la
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friedelina no inhibid el crecimiento de las lineas tumorales. Lo
que indica que la friedelina no es responsable de la actividad
citotoxica del extracto de C. latipes, pero probablemente es
uno de los responsables del dafio al DNA producido por
extracto hexanico de C. latipes.
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ANEXO 2

Citotoxicidad y Genotoxicidad de Clusia
latipes

Bailén Moscoso N.'?, Celi L.3, Ramirez T 2, Martinez-Vazquez M.2, Sordo M.,

Salazar A.M. ', Ostrosky-Wegman P,

1 Departamento de Medicina Geno: y Toxicologia Ambiental, Instituto de Investig: es Biomédicas,
Universidad Nacional Auténoma de México. ? Instituto de Quimica, Universidad Nacional Auténoma de México
3 Centro de Biclogia Celular y Molecular Universidad Técnica Particular de Loja-Ecuador.

Introduccion

El género Clusia, se distribuye en la zonas
tropical y subtropical de Centroamericay
Sudameérica, del que se han aislado
algunos metabolitos secundarios con
actividad anticancerosa, anti-VIH, asi
como antifingica.

En Ecuador,la especie Clusia latipes es utilizada en medicina

licional para eliminar mishas ( ,unadelas
patologias relacionadas con cancer ala piel. Porello, se
considero estudiar el efecto citotoxico y genotoxico del extracto
hexanicode C. latipes, y uno de metabolitos secundarios
obtenidos de esta especie ( friedelina)

Metodologia

Recoleccion de la muestra: Las partes aéreas dela especie
fueron recolectadsa en Gonzanamaen la Provincia de Loja-
Ecuador.

Métodos Quimicos: Mediante maceracion se obtuvo el extracto
de hexano, el cual se fraccioné con metanol. A partirde la
fraccion soluble en metanol, utilizando cromatografiaen

col aislaron alg
In. Metanol
8g

Sol. Metanol
12g

Hexano
205g

Resultados

Del extracto hexanico pormétodos espectrocopicos, se
identifico y caracterizo a un triterpeno denominado Friedelina.

Losextractos tanto de hexano como la fraccion soluble en
metanol, ienen la capacidad de inhibir varias lineas tumorales
humanas, no asi, la friedelina cuya inhibicion no es mayor al
10%.

% de Inhibicién del crecimiento por linea celular

EXtracto | snc |prostata Leucemia Colon | Mama | Pulmon
U251 | PC-3 K562  HCT-15 | MCF-7 | SKUL-1
Hexanico 98 97 100 87 84 7
Hexanico in
soluble en
metanol sa pend sa 122 381 2543
Hexanico
soluble
metanol 100 pend 57.82 100 100 100
Friedelina sa 75 pend sa 2.7 6.2

Alexponer a los linfocitos humanos tanto al extracto hexanico
comoa la friedelina, se observa un incremento del dafio al DNA,

CC e identificacién

del compuesto

Inhibicion de la proliferacion celular La inhibicion del
crecimiento celular se evaluo mediante el modelo de
sulforodamina B en un panel de 6 lineas tumorales.

Ensayodel cometa en linfocitos humanos: La sangre entera,
se cultivo en medio RPMI fue expuesta a los respectivos
tratamientos durante 3 h a 37°C Se siguio el proced
sugerido por Tice et. al.2 Las laminillas obtenidas se tifieron con
B de etidio. Se anali Jexp de3

donad portriplicado. Los datos fueron analizads di

la prueba no paramétrica Mann Whitney.

1. Tene V, et.al. (2007)J. of Ethnopharmacology 111 63-81
2.TICE, . et. al. (2000) Env. and Molecular Mutagenesis 35, 206-221.

0
DMSO 25 35 45 EMS

dido porla longitud de la cola del cometa. En ambos casos se

observauna respuesta dosis dependiente (p<0,001)

wgimL Clusia latipes

o
DMSO 25

uM Friedelina

Estos experimentos, demuestran que el efecto inhibibidor del

extracto hexanico no se debe a la presencia de la friedelina, pero
probablemente el efecto genotoxico si esté relacionado a ella
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