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Resumen

Las mutaciones en el DNA de células somaticas estan involucradas en la patogénesis
de enfermedades cronico degenerativas como el cancer y la aterosclerosis. En la
aplicacion de medidas quimiopreventivas mas racionales para estas afecciones de la
salud humana, se ha incrementado el empleo de las plantas, o productos derivados de
ellas (pigmentos, vitaminas, carotenos, flavonoides), como sustancias capaces de
reducir o inhibir la actividad de agentes mutagénicos y/o carcinogénicos. Cuba cuenta
con una vasta flora y tradicion popular en el uso de la medicina verde; sin embargo, los
estudios dirigidos a la evaluacion genético-toxicologica y a la accién antimutagénica de
ésta, son realmente escasos. La especie Phyllanthus orbicularis Kunth
(Euphorbiaceae), es una especie endémica cubana, cientificamente avalada por poseer
actividad antiviral frente al virus de la hepatitis B, al virus herpes bovinos tipo-1 (BHV-1)
y a los herpes simple HSV-1 y HSV-2. También se conocen datos acerca de su
toxicidad sistémica (tanto aguda como subcrénica), composicion fitoquimica y
evaluacion farmacognoéstica. En la presente propuesta, se resumen los resultados
obtenidos por un equipo multidisciplinario de investigadores, al estudiar la
genotoxicidad y la antigenotoxicidad del extracto acuoso de P. orbicularis. En las
publicaciones que contienen dichos resultados (nueve articulos en revistas cientificas
de visibilidad internacional) se presenta la evaluacién genotoxica pormenorizada del
extracto vegetal, realizada con una bateria de diferentes ensayos de genotoxicidad.
También se caracterizan su bioactividad protectora del DNA, describiéndose las bases
fundamentales de los mecanismos de accion antimutagénica frente a reconocidos
mutagenos modelos, tanto de naturaleza fisica como quimica (rayos-x y -[ ], peroxido
de hidrogeno, mitomicina C, aminas aromaticas e hidrocarburos policiclicos
aromaticos). La caracterizacion téxicol-genética tributa a los estudios preclinicos
requeridos para iniciar el uso de esta especie en tratamientos antivirales. Por otra
parte, el hallazgo de su capacidad de proteger al DNA, amplia el conocimiento acerca
del potencial terapéutico que posee y aportando informacion esencial para proponer su
empleo en la terapia de enfermedades relacionadas con las mutaciones somaticas. El
conjunto de los resultados propuestos a premio contribuyen al cumplimiento de una de



las lineas priorizadas de trabajo del Ministerio de Salud Publica: “avalar cientificamente
el uso de plantas medicinales”. Ellos han sido presentados y defendidos, exitosamente,
a través de: dos tesis doctorales, cuatro tesis de maestria, siete tesis de diploma y diez
eventos cientificos (cinco internacionales y cinco nacionales). A su vez, han sido objeto
de cuatro reconocimientos o premios, entre ellos: "Premio al resultado cientifico mas
destacado, de la Agencia de Energia Nuclear y Avances Tecnoldgicos del CITMA".
(2004) por el trabajo titulado "Mecanismos de genotoxicidad y antigenotoxicidad del
extracto acuoso de Phyllanthus orbicularis HBK".

Comunicacion Corta

Introduccion

Las mutaciones en el DNA de células somaticas estan involucradas en la patogénesis
de enfermedades crénico degenerativas como el cancer, la aterosclerosis y afecciones
neurodegenerativas. (Riley et al., 2012; Cervelli et al., 2012; Zech et al., 2013; Deng et
al.,, 2014). Con el objetivo de mejorar la salud humana, se han incrementado las
investigaciones encaminadas a la aplicacion racional de medidas quimiopreventivas en
las enfermedades relacionadas con la mutacion soméatica. En este sentido, diversos
extractos de plantas o productos derivados de ellas (pigmentos, vitaminas, carotenos,
fenolactonas, flavonoides y taninos) han sido identificados como sustancias capaces de
reducir o inhibir la actividad de agentes mutagénicos (De Flora and Izzotti, 2007; Nagy
et al., 2009;). Especies como: Maytenus ilicifolia, Peltastes peltatus y Camellia sinensis
(té verde), son reconocidas por el potente efecto antimutagénico y/o anticarcinogénico
de sus fitocomponentes polifendlicos (Horn and Ferrad, 2003; Katiyar, 2011). En
ocasiones, existen géneros en los que una buena proporcion de sus especies tienen
propiedades quimioprotectoras. Tal es el caso del género Phyllanthus (Phyllanthaceae),
con especies ampliamente usadas por la medicina tradicional en paises de Asia, Africa,
Ameérica del Sur y el Caribe (Thyagarajan et al., 1988; Unander et al.,1990) y en el que,
varias de ellas, poseen propiedades antivirales, antioxidante, anticlastogénica y
antimutagénica.

Cuba cuenta con una vasta flora y tradicion popular en el uso de la medicina verde; sin
embargo, los estudios dirigidos a la evaluacion genético-toxicolégica y a la accion
anticarcinogénica de ésta, son realmente escasos. Phyllanthus orbicularis Kunth, es
una especie endémica cubana queha sido avalada cientificamente por su actividad
antiviral frente al virus de la hepatitis B, el virus herpes bovinos tipo-1 (BHV-1) y los
herpes simple HSV-1 y HSV-2 (del Barrio et al., 1994; del Barrio y Parra, 2000;
Fernandez Romero et al., 2003; Alvarez et al., 2009; Roques, 2011).

Asi mismo, del extracto acuoso obtenido de ella, se han publicado estudios
relacionados con su toxicidad sistémica (tanto aguda como subcrénica), farmacognosia
y composicion fitoquimica (Rivera, 1995; Gutiérrez et al., 2000).

Teniendo en cuenta estos antecedentes y la politica para la proteccion del ambiente en
correspondencia con el lineamiento 133 del PCC, nuestro trabajo se orient6 a evaluar
la citotoxicidad, genotoxicidad y antigenotoxicidad del extracto acuoso de Phyllanthus
orbicularis.



Citotoxicidad del extracto acuoso de Phyllanthus orbicularis.

El extracto acuoso de P. orbicularis es una mezcla compleja de substancias naturales
en la que pueden coexistir componentes con efectos beneficiosos o perjudiciales para
la salud humana. Los estudios precedentes acerca de su composicion revelaron la
presencia de saponinas, taninos, fenoles, alcaloides y flavonoides, que son familias
fitoquimicas a las que pertenecen sustancias con efecto téxico (Imanishi et al., 1991;
Jinsart et al., 1992). La citotoxicidad del extracto fue evaluada con la linea celular de
cultivo permanente CHO (céluas de ovario de Hamster chino). Se tomaron en
consideracion los parametros siguientes: el crecimiento de la poblacién celular, el
indice mitotico (IM), la capacidad de formar colonias (CFC) y las fases del ciclo celular.
Esto permiti6 conocer la relacién existente entre las concentraciones aplicadas a las
células y los efectos toxicos producidos. Por debajo de los 100 pg/mL, mas alla de ser
inocuo, el extracto resulté beneficioso para la sobrevivencia celular. Sin embargo,
aplicado a concentraciones superiores a su LDsg (639 pg/mL), reduccion de la CFC vy el
IM, induccién de apoptosis y acumulacion de células retenidas en fase G; y G,. Esta
evaluacion constituye un complemento fundamental, a nivel celular, de los estudios
preclinicos que se exigen para introducir una especie en las practicas fitoterapéuticas
de la medicina cubana. La capacidad de bloquear la proliferacion celular en la fase G, y
de inducir apoptosis constituyen propiedades de esta planta que, por primera vez,
fueron puestas en evidencia con este trabajo. Asi mismo, potencialmente, pudieran ser
de utilidad en la quimioterapia de enfermedades tumorales.

Caracterizacion genotoxica del extracto acuoso de Phyllanthus orbicularis.

La evaluacion genotoxica de sustancias con propiedades terapéuticas cientificamente
demostradas, es otro de los requisitos preclinicos exigidos por las agencias
internacionales que regulan los procedimientos a seguir en el desarrollo de nuevos
farmacos (ICH, 1995; OCED, 2006). Tal evaluacion se realiza en el intervalo de
concentraciones en que el agente evaluado no causa efectos toxicos letales. En este
sentido, el estudio de citotoxicidad precedente permiti6 conocer cual era ese intervalo
de referencia para evaluar la genotoxicidad de P. orbicularis en ensayos in vitro.

Como examen preliminar de la genotoxicidad de este extracto se probd si era capaz de
inducir aberraciones cromosomicas en células CHO. Los tratamientos de 3y 18 h (con
y sin activacion metabdlica) no indujeron aberraciones cromosomicas. No obstante, el
hecho de que el dafio genético puede expresarse a diferentes niveles de complejidad
de la organizaciéon bioldgica, conlleva a que los estudios de genotoxicidad,
cientificamente rigurosos, se realicen con el empleo de una bateria de ensayos
capaces de registrar la genotoxicidad a nivel de la molécula de DNA, el gen y los
cromosomas. La aplicacion de este principio metodoldgico, en nuestra investigacion,
derivd en los resultados siguientes: i) en la evaluacién del dafio genético a nivel de la
estructura primaria del DNA, se emplearon los ensayos SOS Chromotest (Escherichia
coli) y Conversion génica (Saccharomyces cerevisiae), en ninguno de ellos se obtuvo
resultados de genotoxicidad positiva, ii) a nivel de gen, se examind la capacidad
mutagénica con ensayos de reversion génica en dos modelos experimentales
diferentes: Salmonella typhimurium (Test Ames) y Saccharomyces cerevisiae (Cepa D7
ileu”), en ningun caso se obtuvo mutagenicidad positiva, iii) el analisis de la



genotoxicidad a nivel cromosomico contdé con los ensayos de aberraciones
cromosomica, micronucleos y anafases anormales; el primero de ellos ratifico el
resultado preliminar de que el extracto no produce efecto clastogénico sobre los
cromosomas, los dos ultimos pusieron en evidencia que, a las concentraciones que
producen toxicidad sistémica (0.5 mg/mL) de las células, el extracto induce dafio
aneugeénico lo cual significa que es capaz de interferir con la segregaciéon cromosémica.
Este conjunto de resultados permitié establecer, en base a ensayos in vitro, un perfil
genotoxico del extracto; a fin de confirmarlo se aplicé el ensayo in vivo SMART, en alas
de Drosophila melanogaster, con el cual es posible detectar simultineamente eventos
mutagénicos, recombinogénicos, clastogénicos y aneugénicos. Los resultados fueron
concordantes con la evidencia de que, en tratamientos que producen alta toxicidad
sistémica, el extracto induce dafio aneugénico. En la conclusion, a dosis no toxicas, P.
orbicularis no es genotéxico; el efecto aneugénico aparece so6lo a concentraciones muy
superiores a las que ejerce su accion antiviral.

Propiedades antigenotoxicas del extracto acuoso de Phyllanthus orbicularis.

P. orbicularis es una fuente natural de agentes capaces de reducir o inhibir el dafio
genético inducido por xenobidticos. La investigacion llevada a cabo demostré que el
extracto acuoso de esta planta posee un amplio perfil antigenotoxico, protege al DNA
frente a peroxido de hidrogeno, mitomicina-c y rayos-x; actia como antimutageno
frente a las aminas aromaticas m-fenilendiamina (m-PDA), 2-aminofluoreno (2-AF), 1-
aminopireno (1-AP), 2-aminoantraceno (2-AA) y 9-aminofenantreno (9-AP), tal efecto
se produjo con el siguiente orden decreciente: m-PDA > 2-AA > 2-AF > 9-AP > 1-AP;
asi mismo, frente al hidrocarburo policiclico aromatico B(a)P, la azida sodica y la metil-
nitro-nitrosoguanidina; reduce la genotoxicidad de las radiaciones gamma. En total,
este producto vegetal es activo en reducir o (en algun caso) inhibir completamente la
genotoxicidad de 12 xenobidticos diferentes cuya naturaleza y modos de dafiar al DNA
pueden diferir. Ello presupone que, desde el punto de vista mecanistico, el extracto
contiene sustancias que protegen tanto ante mutagenos directos como promutagenos,
ya sean fisicos como quimicos, oxidantes o alquilantes. En este sentido, la presente
investigacion ha logrado dilucidar que: la accibn como secuestrador de radicales
hidroxilo, la asociaciéon quimica directa con el mutageno, la inhibicion de enzimas
activadoras de promutadgenos y alguna forma de activar mecanismos celulares que
eliminen el dafio ya producido, figuran entre los modos de accion de este extracto para
ejercer su proteccion, segun sea la circunstancia experimental. El hallazgo de esta
propiedad es el componente de originalidad cientifica mas importante en este trabajo
ya que amplia las potencialidades de uso terapéutico de esta especie vegetal.

Conclusiones

El extracto acuoso de Phyllanthus orbicularis es un producto vegetal que, al ser
aplicado en concentraciones no citotoxicas (<639 ug/mL) a células de mamiferos, no
induce dafio genético. Ello significa que posee una potencialidad genotoxica
practicamente nula y que puede ser recomendado para su uso como antiviral en fase
de ensayos clinicos. Adicionalmente, es un potente agente protector del DNA, con
amplio perfil de accion antigenotoxica y antimutagénica, propiedad que lo avala como
candidato farmacolégico promisorio para el desarrollo de nuevas estrategias



guimiopreventivas en el tratamiento de enfermedades relacionadas con las mutaciones
somaticas.
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