Navarro-Yepes et al. Actual Biol 28 (85): 139-153, 2006

EVALUACI()N DEL POTENCIAL GENOTOXICO DE FITOPRODUCTOS
AUTOCTONOS ACTIVOS CONTRA LEISHMANIA Y TRYPANOSOMA
MEDIANTE EL TEST DE AMES Y EL ENSAYO COMETA

EVALUATION OF GENOTOXIC POTENCIAL OF COLOMBIAN PHYTOPRODUCTS ACTIVE AGAINST
LEISHMANIA AND TRYPANOSOMA BY USING OF THE AMES TEST AND THE COMET ASSAY

Juliana Navarro-Yepes'?, Angélica Bonilla-Iriarte-*, Andrea I. Trujillo-Correa'-3, Lia C. Upegui-Gonzalez'" ¢

Resumen

La Leishmaniosis y la enfermedad de Chagas son causas importantes de morbilidad y mortalidad en Colombia
y en paises tropicales. Los tratamientos existentes son insatisfactorios mientras que la enorme biodiversidad
en nuestro medio aparece como una fuente abundante de productos potencialmente antiparasitarios. En este
trabajo evaluamos dos fracciones extraidas de una planta del género Sapindus, con actividad anti-Leishmania
y anti-Trypanosoma para determinar su eventual efecto mutagénico o genotoxico, mediante el Test de Ames y
el Ensayo Cometa. Se estudiaron dos fracciones con actividad antiparasitaria promisoria, 3S-E y 3S-F, a tres
concentraciones diferentes: 0,3, 3 y 30 pug/ml. Los resultados obtenidos indican que ninguna de las fracciones
es mutagénica en las cepas de Salmonella typhimurium evaluadas, TA-100 y TA-98. En el ensayo de
genotoxicidad (Cometa), la fraccion 3S-E mostré diferencias estadisticamente significativas entre las dosis 3 y
30 pg/ml y el control negativo (DMSO 1,5%), lo cual indica la capacidad de esta fraccion de afectar el material
genético. Por lo tanto, se requieren estudios adicionales que permitan determinar la capacidad genotoxica de la
fraccion 3S-E en células humanas, dentro del rango de dosis efectivo como antiparasitarias. De manera interesante,
la fraccion 3S-F mostr6 no ser genotoxica en linfocitos humanos de sangre periférica, lo cual permite postular
esta fraccién como candidato para continuar su desarrollo como posible tratamiento contra la Leishmaniosis y
la enfermedad de Chagas.

Palabras clave: enfermedad de Chagas, Ensayo Cometa, genotoxicidad, Leishmaniosis, mutagenicidad, Test
de Ames.

Abstract

Leishmaniasis and Chagas diseases are important causes of morbidity and mortality in Colombia and tropical
areas. Treatments currently used show high toxicity and several limitations. Therefore, the search for new
drugs is imperative. Meanwhile, the great biodiversity of these regions is an abundant source of potential
antiparasitic products. In this study, we evaluated two active fractions extracted from a plant of the genus
Sapindus, in the scope to evaluate their possible clinical use. Their mutagenic and genotoxic potential were
assessed using the Ames Test and the Comet Assay on human primary peripheral blood cells. The results
show that these fractions (3S-E y 3S-F) at three concentrations evaluated: 0.3, 3, and 30 pg/ml are not mutagenic
in Salmonella typhimurium, strains TA-100 and TA-98. The Comet Assay with the 3S-E fraction indicated
statistical significance between the doses 3 and 30 pg/ml and the negative control (DMSO 1.5%), showing the
capacity of this fraction to affect ADN even at doses of 3 pg/ml. Subsequent studies are then required in order
to determine the genetic damage produced by 3S-E fraction in human cells at the effective doses. Interestingly,
peripheral blood cells treated with the 3S-F fraction presented no genotoxicity at all. The data make suggest
that this fraction may be an important candidate in the development of therapeutic products against Leishmaniasis
and Chagas disease.
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INTRODUCCION

En Colombia y América Latina existe un alto indice
de morbilidad ambulatoria y hospitalaria, con
tasas en incremento, debido a enfermedades
cronicas e infecciosas. Hoy la situacion de las
enfermedades parasitarias constituye uno de los
problemas de salud ptblica mas importante a
escala nacional (WHO, 2005). En Colombia, se
calcula que 1,3 millones de individuos estan
infectados con Trypanosoma'y 3,6 millones estan
en riesgo de contraer la enfermedad de Chagas,
la cual se produce tras la infeccidén con este
parasito (WHO, 2005). Asi mismo, la enfermedad
causada por Leishmania tiene una prevalencia
global estimada en mas de 12 millones de
personas infectadas y 350 millones en riesgo de
adquirir la infeccion; es una enfermedad endémica
en todo el territorio nacional con una incidencia
anual de 6.500 casos y un subregistro
considerable, si se tiene en cuenta el caracter rural
y semi-urbano de la parasitosis (WHO, 2005).

Los tratamientos para la enfermedad de Chagas 'y
la Leishmaniasis estan entre los mas
insatisfactorios. Se cuenta con farmacos que,
aunque son efectivos para curar aproximadamente
el 50% de los casos agudos, presentan baja
efectividad en las etapas cronicas de la parasitemia,
poca consistencia en la respuesta al tratamiento
en las distintas areas geograficas, efectos
colaterales deletéreos y necesidad de tratamientos
prolongados (Trouiller et al., 2002).

A través de la historia, las plantas han sido fuente
importante de compuestos terapéuticos y dada la
amplia biodiversidad de la flora colombiana, la
disponibilidad tecnoldgica nacional y los
conocimientos de nuevos compuestos derivados
de productos naturales de los que se tienen
resultados alentadores como antiparasitarios, es
pertinente la caracterizacion de los efectos que
dichas sustancias puedan tener sobre los usuarios
potenciales (Echeverri, 2003).
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Por lo tanto, para escalar en el desarrollo de
tratamientos terapéuticos derivados de
fitoproductos autdctonos, es necesario realizar
estudios de citotoxicidad que determinen la
capacidad de tales sustancias para alterar la
homeostasis celular o inducir muerte, y permitan,
por tanto, obtener un indicativo de la toxicidad
aguda in vivo. Igualmente, es necesario realizar
estudios de genotoxicidad que permitan verificar
si la sustancia interactua en forma directa o no
con el ADN, ya que la exposicion prolongada a
agentes modificadores del ADN puede producir
acumulacion de danos subletales (toxicidad
cronica) que conllevan a cambios en la carga
genética y potencian el desarrollo carcinogénico
(FDA, 1997).

Una de las primeras instancias que se abarca en
el desarrollo de una sustancia terapéutica, es
determinar los efectos toxicos en sistemas
bacterianos y en células de mamifero (FDA,
1997). Para esto se cuenta con pruebas
reproducibles y validadas en la comunidad
cientifica internacional, como el ensayo Cometa,
para la evaluacion de la genotoxicidad y el Test
de Ames, desarrollado por Maron y Ames
(1983) para deteccion de mutagenicidad.

Tanto el Test de Ames como el ensayo Cometa,
se encuentran dentro de la bateria de analisis
recomendados por la Food and Drugs
Administration (FDA) para la evaluacion del
potencial genotdéxico de sustancias que
pretenden registrarse como productos
farmacéuticos (FDA, 1997).

Por lo tanto, en la presente investigacion se pretende
dilucidar el potencial mutagénico y genotdxico de
extractos vegetales con actividad antiparasitaria
promisoria, mediante la prueba de mutagenicidad
en Salmonella typhimurium (Test de Ames) y la
verificacion del dafio genético (Cometa) en
linfocitos humanos de sangre periférica, con el fin
de explorar el potencial de dichas sustancias para
desarrollarse como medicamentos.
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MATERIALES Y METODOS

Productos naturales. Los extractos vegetales y
fracciones cromatograficas estudiados se trabajaron
dentro del marco del proyecto “Busqueda de
antiparasitarios de la flora colombiana I:
Leishmaniosis y Chagas” (Echeverri, 2003),
desarrollado por varios grupos de investigacion de
la Universidad de Antioquia (Colombia). Estos
extractos vegetales y fracciones cromatograficas
fueron preparados en el Grupo de Quimica Orgénica
de Productos Naturales; seleccionados como
promisorios por su actividad anti-leishmania y anti-
trypanosoma en los grupos de investigacion
PECET (Programa de Estudio y Control de
Enfermedades Tropicales)y Chagas; y finalmente,
clasificados en el grupo Inmunodeficiencias
Primarias, de acuerdo con la estimacion de la
citotoxicidad (IC,)), considerando aquellas
fracciones que presentaron un IC,, > 200 pg/ml
como fracciones con citotoxicidad baja en células
humanas. Estas Gltimas, fueron las fracciones de
nuestro interés y posteriormente evaluadas para
determinar la capacidad mutagénica y/o genotoxica.

Sistema celular. Se emplearon linfocitos
humanos de sangre periférica de donantes sanos
no fumadores, los cuales se aislaron por el
método tradicional en gradiente de Histopaque®
(Boyum, 1968). La viabilidad y el numero de
linfocitos se determinaron mediante el método de
exclusion de Azul de Tripano en un hemocitometro
(Forabosco et al., 1972).

Tratamiento. Los linfocitos recién aislados se
trataron con tres dosis diferentes de cada uno de
los extractos, 3S-E y 3S-F, a 37 °C, 5% de CO,
durante un periodo de 1 y 24 horas en medio de
cultivo RPMI 1640 (Sigma). Las dosis se
determinaron de acuerdo a la concentracion
citotoxica 10 (IC,)), la cual fue de 30 pg/ml para
ambas fracciones, y dos dosis menores en
unidades logaritmicas: 0,3 y 3 pg/ml. Se empleo
como control positivo H O, 50 uM, un agente
oxidante altamente genotdxico.
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Deteccion de dafio en el ADN por el Ensayo
Cometa Alcalino. Para detectar el efecto
genotoxico de los extractos se siguid la metodologia
propuesta por Singh et al. (1988) y modificada por
Rojasetal. (1999)y Tice et al. (2000). La intensidad
del dafio se estimo de acuerdo al parametro “longitud
de cola del Cometa”, es decir, la longitud de
migracion electroforética de los fragmentos de ADN
producidos por las rupturas. Para la cuantificacion
se empled el programa “Comet Assay Software
Project” (CASP, 2006; Konca et al., 2003).

Deteccion de apoptosis. Naranja de Acridina-
Bromuro de Etidio (NA-BE). Esta técnica permite
identificar tanto estadios tempranos como tardios
de la apoptosis y se basa en el aspecto morfologico
y la permeabilidad de las células a los fluorocromos,
“Naranja de Acridina y Bromuro de Etidio, que
tienen la capacidad de unirse al RNA o DNA.
Posterior al tratamiento con los extractos 3S-E y
3S-F, se mezclaron 1 pl (= 100pg/ml) de NA-BE
con 25 pl de la suspension celular en una lamina
portaobjetos y se observaron con un aumento de
40X en un microscopio de fluorescencia (Nikon).
Se contaron 100 células y se clasificaron segtn los
parametros descritos en el Current Protocols in
Inmunology (Martin et al., 1998).

May Griinwald-Giemsa. Esta coloracion permite
observar caracteristicas representativas de estadios
tardios de la apoptosis, dentro de las que se incluyen
hipercondensacién de la cromatina, citoplasma
uniformemente eosinofilico, fragmentacioén nuclear
y/o citoplasmatica, picnosis nuclear, desintegracion
nucleolar y nucleos “en roseta” o hendidos. Luego
del tratamiento con los extractos 3S-E y 3S-F las
células se fijaron con metanol sobre laminas
portaobjetos, se colorearon con Wrigth durante 30
segundos y luego se colorearon con Giemsa 1:10
por 10 minutos. Se contaron 100 células que se
clasificaron como apoptéticas o normales de
acuerdo a las caracteristicas morfologicas
observadas en un microscopio optico (Nikon) con
un aumento de 100X (Javois, 1994).
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Test de Ames. La actividad mutagénica de los
extractos se evalud con el método desarrollado
por Maron y Ames (1983) y modificado por De
Méo et al. (1996). Se utilizaron dos cepas de
Salmonella typhimurium; la cepa TA-98 en la
que se produce la reversidn a Ais* por ganancia
o pérdida de un par de bases en el gen mutado
y la cepa TA-100 en la cual se produce la
reversion por sustitucion de un par de bases. Se
evaluo el efecto mutagénico en presencia o
ausencia de enzimas activadoras (oxigenasas-
P,.,) contenidas en la fraccion microsomal (S-
9) de un homogenizado de higado de rata
macho, tras la inducciéon con Aroclor 1254
(Maron, 1983). Para determinar la
mutagenicidad de los extractos se empleo el
criterio sugerido por la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS), el cual clasifica cualquier
compuesto quimico como mutagénico si induce
un aumento de dos veces la tasa de reversion
espontanea y presenta un efecto dependiente de
la dosis (Coulston et al., 1980).

Analisis Estadistico. Todos los andlisis se
realizaron con el programa Statistical Program
for Social Sciences (SPSS). Para el ensayo
Cometa se emplearon las pruebas de Levene y
Kolmogorov-Smirnov para verificar la
homogeneidad de las varianzas y la normalidad
de lo datos respectivamente, para ambas
pruebas se obtuvieron resultados negativos,
p = 0,01; por lo cual se realiz6 una
transformacion logaritmica de los datos.
Posteriormente, se realizé6 un ANOVA de un
factor y se compararon las diferencias entre
medias mediante la prueba de Tamhane.

La induccion de apoptosis se analizéo mediante
un ANOVA de un factor y la prueba de Bonferroni
para determinar diferencias significativas entre los
tratamientos. Para el ensayo de mutagenicidad en
S. typhimurium se realizo la prueba de Levene
sobre la igualdad de las varianzas, la cual mostro6
homogeneidad con un p = 0,09. Se comprobo la
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normalidad de los datos con la prueba de
Kolmogorov-Smirnov, p = 0,08. Finalmente, se
realizé un ANOVA de dos factores con
interaccion para establecer si existian diferencias
significativas entre los diferentes tratamientos.

RESULTADOS

Se realiz6 la evaluacion genotoxica de las
fracciones 3S-E y 3S-F, las cuales se eligieron
para este estudio de acuerdo a los parametros
descritos anteriormente. Estas fracciones se
evaluaron sobre linfocitos humanos obtenidos a
partir de sangre periférica de donantes sanos no
fumadores, con un porcentaje de viabilidad
inicial superior al 97%, y sobre las cepas TA-
98 / TA-100 de S. typhimurium. La magnitud
del dafio genético y la capacidad mutagénica se
determino de acuerdo a la longitud de migracion
de los fragmentos de ADN (Longitud de cola
del Cometa) y al numero de revertantes
respectivamente.

FRACCION 3S-E. Ensayo Cometa. Los
resultados para el anélisis del efecto genotoxico
de la fraccion 3S-E se presentan en las figuras
1 y 2. Se observo una longitud media de cola
de 23,38 unidades arbitrarias (UA) (1 h) - 9,85
UA (24 h) para el DMSO 1,5% utilizado como
control negativo. El control positivo (H,O, 50
uM), con una longitud de cola de 77,28 UA (1
h) - 35,28 UA (24 h), nos permite constatar la
adecuada ejecucion de la técnica puesto que
estas medidas superan ampliamente las
obtenidas para el DMSO 1,5%.

Para la dosis de 30 pg/ml la longitud media de cola
fue de 31,99 UA (1 h) - 16,53 UA (24 h). En la
dosis de concentracion media (3 pg/ml) las medidas
de dafio fueron 33,67 UA (1 h) - 13,35 UA (24 h).
La menor concentracion (0,3 pg/ml) present6 una
longitud media de cola de 25,93 UA (1 h) - 10,71
UA (24 h). En todos los casos la viabilidad celular
post-tratamiento fue superior al 70%.
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DMSO 15 %

3S-E 30 pgiml

202 50 uM 35-E 3 pg/ml

Figura 1. Iméagenes obtenidas mediante el Ensayo
Cometa para la fraccion 3S-E durante lhora de
tratamiento. A. Células tratadas con DMSO 1,5%
(control negativo). B. Células tratadas con H,0, 50
uM (control positivo). C. Células tratadas con 30
pg/ml. D. Células tratadas con 3,0 pg/ml. E. Células
tratadas con 0,3 pug/ml)

35-E 0.3 pg'mi
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Figura 2. A. Actividad genotoxica de la fraccion 3S-E en linfocitos humanos, los resultados se expresan como la longitud
media de cola obtenida para cada tratamiento =+ error estandar (* Diferencias estadisticamente significativas con respecto al
control negativo. ** Diferencias estadisticamente significativas con respecto a la dosis de 30 pg/ml). B. Porcentaje de
viabilidad post-tratamiento obtenido a 1 h (B.1) y 24 h (B.2) por el método de exclusion de azul de Tripano. C. Porcentaje de
apoptosis post-tratamiento observado a 1 h (C.1) y 24 hr (C.2) con las técnicas Naranja de Acridina-Bromuro de Etidio (NA-

BE) y May Griinwald Giemsa (MGG).
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Segun los analisis estadisticos y tomando la lon-
gitud de cola observada después del tratamien-
to con Dimetilsulféxido (DMSO) 1,5% como
indice de dafio celular basal, tanto la dosis de 3
pg/ml como la de 30 pg/ml presentaron diferen-
cias estadisticamente significativas con respec-
to al control negativo, a los dos tiempos de
tratamiento analizados. Por el contrario no se
observaron estas diferencias entre el DMSO
1,5% y la dosis de 0,3 pg/ml en ninguno de los
dos tiempos. A las 24 h de tratamiento, la dosis
de 0,3 pg/ml presenta diferencias significativas
con respecto a la dosis de 30 pg/ml, lo cual es
congruente con los resultados ya descritos. Caso
contrario se presenta a la primera hora de
tratamiento, en donde no hay diferencias
estadisticas importantes entre las tres dosis
evaluadas; sin embargo, se puede observar que
la dosis de 0,3 pg/ml tiene una longitud media
de cola més cercana a la del control negativo
que a las dosis de 3 y 30 pg/ml.

Deteccion de apoptosis. Los anélisis sobre la
induccion de apoptosis por las fracciones 3S-E
y 3S-F en linfocitos humanos, se llevaron a cabo
mediante las técnicas de coloracion Naranja de
Acridina-Bromuro de Etidio (NA-BE) y May
Griinwald-Giemsa (MGG); las cuales permiten
observar cambios morfologicos caracteristicos
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de células en estadios tardios de apoptosis. Los
resultados obtenidos para la fraccion 3S-E con
la concentracion de 3 ug/ml muestran un mayor
porcentaje de células apoptoticas, del 21% a
lhy 24 hconlatécnicade NA-BE y del 26% a
lhy 26,5% a 24 h con latécnica (MGG), que
las concentraciones de 30 pg/ml, donde el
porcentaje de células apoptdticas fue de 16,5%
alhy 21,5% a24 hcon la técnica de NA-BE
y del 18,5% a1 hy25% a 24 h con la técnica
MGG; y la concentracion de 0,3 pg/ml, para la
cual el porcentaje de células apoptoticas fue del
17,5% a1 hy 17% a 24 h con la técnica de
NA-BE ydel 19% alhy21% a24 hconla
técnica MGG (figura 2). Se puede apreciar
también, que los datos obtenidos con cada una
de las técnicas para cada tratamiento no difieren
significativamente entre si, lo cual fue verificado
tras el analisis estadistico de los resultados,
donde no se encontraron diferencias
significativas ni entre las dos técnicas empleadas,
ni entre las diferentes dosis de la fraccion 3S-E
y el control negativo.

Tests de Ames. Los resultados del nimero de
revertantes inducidos por la fraccidon 3S-E para
el ensayo de mutagenicidad con la cepa TA-98
y TA-100 en presencia y ausencia de S-9 se
muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Resultados de la prueba de Ames en las cepas TA-98 y TA-100 de Salmonella typhimurium después del

tratamiento con la fraccion 3S-E, con y sin activacion metabdlica (S-9) (los datos se expresan como la media de

revertantes/caja + Error estandar

TA-98 TA-100
Tratamiento sin S-9 con S-9 sin S-9 con S-9
DMSO 1,5% 10,33 17,00 105,5 123,83
3S-E, 0,3 ng/ml 21,67 13,00 130,3 143,30
3S-E, 3 pg/ml 15,83 12,67 131,6 132,30
3S-E, 30 pg/ml 18,33 12,67 135,3 123,00
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La tasa de reversion espontanea obtenida para
la cepa TA 98 utilizando DMSO 5% como con-
trol negativo fue de 10,33 y 17 revertantes en
ausencia y presencia de enzimas activadoras (S-
9) respectivamente, datos que concuerdan con
el numero de revertantes espontaneas reportado
en la literatura mundial para esta cepa (Maron et
al., 1983; Mortelmans et al., 2000).

Las medias del nimero de revertantes para las
dosis de 0,3, 3 y 30 pg/ml en la cepa TA-98
fueron: 21,67 (-S9) - 13 (+S9) para la menor
dosis; 15,83 (-S9) - 12,67 (+S9) para la dosis
intermedia; y 18,33 (-S9) - 12,67 (+S9) para la
dosis maxima. El analisis estadistico utilizado para
comparar los valores de las medias, nos indica
que no existen diferencias estadisticamente
significativas entre el numero de revertantes
promedio para cada dosis evaluaday el DMSO
5% cony sin adicion de la fraccidon microsomal
S-9 e igualmente no se presentan diferencias
significativas entre las dosis.

Por otro lado, la prueba de mutagenicidad
realizada empleando la cepa TA-100 de S.
typhimurium, no muestra diferencias estadisticas
relevantes cuando se comparan las medias
obtenidas para las diferentes dosis y el control
negativo. El numero de revertantes obtenido al
tratar las bacterias con las dosis de 0,3, 3 y 30
pg/ml fueron: 130,3 (-S9) - 143,3 (+S9) para
la menor dosis empleada; 131,6 (-S9) - 132,3
(+S9) para la dosis intermedia; y 135,3 (-S9) -
123 (+S9) para la dosis maxima. Para el DMSO
5% se obtuvo un nimero de revertantes de
105,5 (-S9) y 123,83 (+S9), los cuales se
encuentran entre los rangos reportados en la
literatura para esta cepa (Maron et al., 1983;
Mortelmans et al., 2000).

FRACCION 3S-F. Ensayo Cometa. Los
resultados obtenidos para el anélisis del efecto
genotoxico de la fraccion 3S-F se presentan en
las figuras 3 y 4. Al igual que lo observado para
3S-E, las longitudes de cola del control positivo
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(H,0, 50 uM) superaron cerca de 2,5 veces las
obtenidas para el control negativo, H O, 50 uM
45,25 UA (1 h)-24,41 UA (24 h) y DMSO 1,5%
18,27 UA (1 h) - 8,78 UA (24 h).

Las medias para la longitud de cola de las dosis
evaluadas fueron: 22,07 UA (1 h) - 12,88 UA
(24 h) para 30 pg/ml. A la primera hora 3 pg/ml
presenta una medida de 21,18 UA y 3,48 UA a
24 h, y los valores obtenidos para 0,3 pg/ml
fueron 13,35 UA (1 h) y 9,74 UA (24 h). Se
presentaron diferencias significativas entre la dosis
de 30 pg/mly el control negativo y entre esta dosis
y la de 3 ug/ml a las 24 h de tratamiento. A la
primera hora de tratamiento ninguna de las dosis
evaluadas fue estadisticamente diferente del
DMSO 1,5%. Aunque las dosis de 30 y 3 pg/ml
presentaron diferencias entre ellas a este tiempo,
estas ultimas no son de relevancia puesto que no
fueron diferentes del control negativo.

Deteccion de Apoptosis. Los resultados
obtenidos para la fraccién 3S-F con la
concentracion de 30 pg/ml mostraron un mayor
porcentaje de células apoptoticas, del 16% a1 h
y 22% a 24 h con la técnica de NA-BE y del
17% a 1 h'y 26% a 24 h con la técnica MGG,
que las concentraciones de 3 pg/ml, donde el
porcentaje de células apoptoticas fue de 12% a
1 hy20% a24hconlatécnica de NA-BE y del
16% a1 hy26% a24hcon latécnica MGG, y
0,3 pg/ml, para la cual el porcentaje de células
apoptoticas fue del 16% a1 hy 23% a 24 h con
la técnica de NA-BE y del 14% alhy22%a
24 h con la técnica MGG (figura 4). Igual que en
el caso de la fraccion 3S-E, la comparacion entre
las dos técnicas empleadas y las diferentes dosis,
entre ellas y con el control negativo, no mostraron
diferencias estadisticamente significativas.

Test de Ames. Los datos obtenidos del numero
de revertantes inducidos por las diferentes dosis
de la fraccion 3S-F en el ensayo de
mutagenicidad con la cepa TA-98 y TA-100 se
muestran en la tabla 2.



Navarro-Yepes et al. Actual Biol 28 (85): 139-153, 2006

DMS0O 1.5%

H202 30 pM

Ja-F 3 pgimil

E.

35-F 0,3 ug/mi

Figura 3. Imagenes obtenidas mediante el Ensayo Cometa
para la fraccién 3S-F durante 1 hora de tratamiento. A.
Células tratadas con DMSO 1,5% (control negativo). B.
Células tratadas con H,0,50 uM (control positivo). C.
Células tratadas con 30 pg/ml. D. Células tratadas con 3,0
pg/ml. E. Células tratadas con 0,3 pg/ml
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Figura 4. A. Actividad genotoxica de la fraccion 3S-F en linfocitos humanos, los resultados se expresan como la longitud
media de cola obtenida para cada tratamiento = error estandar (* Diferencias estadisticamente significativas con respecto al
control negativo. ** Diferencias estadisticamente significativas con respecto a la dosis de 30 pug/ml). B. Porcentaje de
viabilidad post-tratamiento obtenido a 1 h (B.1) y 24 h (B.2) por el método de exclusion de azul de Tripano. C. Porcentaje de
apoptosis post-tratamiento observado a 1 h (C.1) y 24 h (C.2) con las técnicas Naranja de Acridina-Bromuro de Etidio (NA-

BE) y May Griinwald Giemsa (MGG).
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Tabla 2. Resultados de la prueba de Ames en las cepas TA-98 y TA-100 de Salmonella typhimurium después del
tratamiento con la fraccion 3S-F, con y sin activacion metabolica (S-9) (Los datos se expresan como la media de

revertantes/caja + Error estandar)

TA-98 TA-100
Tratamiento sin S-9 con S-9 sin S-9 con S-9
DMSO 5% 10,33 14,17 73,63 77,13
3S-F, 0,3 ng/ml 14,67 9,83 73,75 83,80
3S-F, 3 pg/ml 12,00 12,50 69,50 69,88
3S-F, 30 pg/ml 11,67 13,50 67,50 87,30

Al utilizar como control negativo DMSO 5% la tasa
de reversion espontanea (rev) para la cepa TA-98
fuede 10,33 rev (-S9) y 14,17 rev (+S9), y para la
cepa TA-100 73,63 rev (-S9) - 77,13 rev (+59),
datos dentro de los rangos reportados para esta
cepa en el Test de Ames. (Maron et al., 1983;
Mortelmans et al., 2000).

Se obtuvieron los siguientes datos para cada dosis
analizada en la cepa TA-98: 11,67 rev (-S9) - 13,5
rev (+S9) para la dosis de 30 pg/ml; 12 rev (-S9) -
12,5 rev (+S9) cuando se trat6 con la dosis de 3
png/mly 14,67 rev (-S9) - 9,83 rev (+S9) para la
dosis de 0,3 pg/ml. En la cepa TA-100 se obtuvo
un numero de revertantes de 67,50 (-S9) - 87,3
(+S9) para la dosis de 30 ug/ml; 69,5 (-S9) - 69,88
(+S9) para 3 pg/mly para 0,3 pg/ml, 73,75 (-S9) -
83,8 (+S9). El analisis estadistico muestra que no
hay diferencias significativas entre el nimero de
revertantes promedio para cada dosis evaluada
y el DMSO 5%, tanto en la cepa TA-98 como
en la TA-100, cuando se adiciona o no la mezcla
de activacion metabdlica (S-9). De igual forma,
no se observan diferencias estadisticas
importantes entre las dosis evaluadas.

DISCUSION

Para determinar el posible efecto genotoxico de
fitoproductos autoctonos con actividad anti-
trypanosoma y anti-leishmania, se utilizo el ensayo

de migracion electroforética de células individuales
(Cometa), el cual fue recientemente aceptado por
la FDAy el “European Centre for the Validation
of Alternative Methods” (ECVAM), entidades
que regulan la evaluacion genotdxica de productos
farmacéuticos tanto in vitro como in vivo
(Hartmann et al., 2001). Es una de las técnicas
mas usadas en la actualidad para determinar
genotoxicidad y es altamente sensible, ya que el
dafio causado por el tratamiento puede ser
detectado en cada una de las células tratadas,
ademas, es rapida y econdmica.

El andlisis genotoxico de los extractos vegetales se
realizo sobre linfocitos humanos de sangre periférica.
Estas células presentan una serie de caracteristicas
que las hace especialmente apropiadas para su
utilizacion en técnicas que evaluan dafio genético,
entre estas se cuentan: facil disponibilidad, gran
cantidad y amplia distribucion en el organismo que
las hace apropiadas para reflejar los efectos de una
exposicion en cualquier area del cuerpo (Solans et
al., 1994). En su aislamiento, los linfocitos pueden
sufrir dafos en el ADN inducidos por el mismo
procedimiento; sin embargo, en todos nuestros
ensayos, se garantiz6 la nulidad de este hecho al
obtener viabilidades celulares superiores al 97% en
la poblacion celular inicial. Ademas, con miras a
reducir al maximo las posibles fuentes de
genotoxicidad inherentes al disefio de la prueba, las
células se sometieron a tratamiento inmediatamente
después de ser aisladas, puesto que en cultivo
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pueden acumular dafios genéticos inducidos por
componentes del metabolismo mezclados con su
medio de cultivo (Ladeira et al., 2005) o reparar
aquellos ocasionados por la sustancia en evaluacion.
Asi mismo, el uso de linfocitos recién aislados
permite hacer una aproximacion de lo que podria
suceder con estas y otras cé€lulas en el organismo
humano, tras la exposicion a xenobidticos, puesto
que no han sufrido transformacion ni cambios.

Las dosis de las fracciones analizadas, 3S-E y 3S-
F, fueron elegidas de acuerdo a la concentracion
citotoxica 10 para cada una de ellas y dos unidades
logaritmicas menores. Estos parametros son
congruentes con los sugeridos por el “International
Workshop on Genotoxicity Test Procedures” para
larealizacion de andlisis toxicologicos de sustancias
con posible actividad genotéxica (Tice et al., 2000).
Dichos procedimientos se basan en que, a una
concentracion capaz de causar un indice de
citotoxicidad elevado en una poblacion celular, los
dafios producidos en el material genético de la
poblacion no serian de relevancia puesto que estos
no permanecerian en el individuo ya que se
induciria muerte celular. Aquellos sucesos causados
por dosis capaces de mantener una viabilidad
superior al 70%, son importantes puesto que la
generacion y la acumulacion de dafos subletales,
inducen mutaciones que aumentan la carga genética
y potencian el desarrollo de procesos
carcinogénicos (Tice et al., 2000).

Los resultados obtenidos para la fraccion 3S-E con
el Ensayo Cometa mostraron que existen diferencias
significativas de las dosis de 3 y 30 pg/ml con
respecto al control negativo, lo cual nos indica la
capacidad de esta fraccion para interactuar
directamente con el material genético a partir de
dosis de 3 pg/ml. Sin embargo, dado que la menor
dosis empleada (0,3 pg/ml) no presenta una
diferencia estadistica importante con respecto al
control negativo (DMSO 1,5%) sugiere que el
extracto podria emplearse como antiparasitario
dentro de un rango de concentracion menor. Por
lo tanto, es pertinente evaluar, en posteriores
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estudios, un rango de dosis entre 0,3 y 3 pg/ml
para detectar la maxima concentracidon no
genotoxica a la cual 3S-E pueda ser administrada.

Para la fraccion 3S-F los resultados mostraron
diferencias significativas entre la dosis de 30 pg/ml
y el control negativo a las 24 h de tratamiento, y
entre esta misma dosis y la de 3 pg/ml al tiempo
mencionado. Esto indica que a la concentracion de
30 pg/ml esta fraccion puede ejercer cambios sobre
el material genético; pero la dosis de 3 pg/ml no
presenta diferencias estadisticamente importantes
con respecto al DMSO 1,5%, indicando que no
es genotoxica. Seria conveniente entonces, analizar
las concentraciones entre 3 y 30 pg/ml para
identificar la dosis maxima no genotoxica a la cual
3S-F pueda ser empleada como tratamiento.

Las diferencias entre la longitud media de cola
obtenida a los dos tiempos de exposicion analizados
fueron evidentes y generalizadas para todos los
tratamientos. Estas diferencias no se consideraron
en el analisis estadistico puesto que la reduccion en
la longitud de cola que se observa a las 24 horas es
comun a todos los tratamientos, incluyendo controles
positivos y negativos. Por lo tanto, este efecto no es
atribuible a las fracciones evaluadas. Por el contrario,
podria ser debido a procesos de reparacion
efectuados por las células y visibles en el tiempo o la
eliminacion de células afectadas (Belloni etal., 2005).

De acuerdo a los resultados del analisis
estadistico y considerando que la genotoxicidad
de un compuesto se acepta si existe una
respuesta dependiente de dosis y un aumento
de dos veces la longitud de cola obtenida para
el control negativo (Tice et al., 2000), se puede
decir que, bajo las condiciones de este ensayo,
la fraccion 3S-F no induce dafos en el ADN de
linfocitos humanos de sangre periférica.

De la misma manera, siguiendo esos parametros
(Tice et al., 2000), el efecto de la fraccién 3S-E
podria considerarse no genotdxico; sin embargo,
los anélisis estadisticos muestran que existen
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diferencias significativas con respecto al control. Por
lo tanto, no se puede descartar categdricamente su
capacidad para interactuar con el ADN y se hacen
necesarios estudios posteriores en otros modelos
celulares y con concentraciones bajas que precisen
el comportamiento de dicha fraccion.

Las rupturas en el ADN, que son la evidencia del
dafio genético detectado por el ensayo Cometa,
pueden ser originados también por sucesos
relacionados con la apoptosis, sesgando asi la
interpretacion de los resultados obtenidos por esta
técnica (Roser et al., 2001). Varios laboratorios han
reportado que los procesos de apoptosis pueden
dar imagenes con aspecto y parametros de valor en
longitud de cola del mismo orden que aquellas células
con dafio moderado de ADN, sugiriendo que las
imagenes de Cometa no pueden ser interpretadas
como un indicativo de genotoxicidad cuando el
riesgo de apoptosis esta presente (Florent et al.,
1999; Choucroun et al., 2001). Por lo tanto, para
medir y estimar cuantitativamente el impacto de tales
sucesos en la interpretacion de datos del Ensayo
Cometa, son necesarias pruebas adicionales que
permitan diferenciar las rupturas inducidas por
genotoxicidad de aquellas producidas por apoptosis.
Se ha reportado, que cuando se realiza Cometa
conjuntamente con un ensayo para estimar
apoptosis se obtiene una alta sensibilidad y
especificidad que permiten un grado de
concordancia con pruebas para determinar
carcinogenicidad en roedores (Lee et al., 2003).
Por lo tanto, en el presente estudio, se determind el
porcentaje de células apoptdticas inducido por las
diferentes dosis de las fracciones 3S-E y 3S-F,
paralelamente al analisis genotoxico. Los resultados
obtenidos nos muestran que ninguna de las tres
concentraciones evaluadas para cada fraccion, es
capaz de inducir una respuesta apoptotica
significativa diferente del control negativo.
Igualmente, con el fin de minimizar falsos positivos
debidos a citotoxicidad se sigui6 el criterio de
Henderson et al., (1998), el cual sugiere evaluar solo
aquellas sustancias que permitan una viabilidad
celular post-tratamiento superior al 70%. Lo
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anterior, sumado a la ausencia de apoptosis, nos
permite garantizar que los datos obtenidos mediante
el ensayo Cometa para cada tratamiento
corresponden a efectos genotdxicos y no a efectos
relacionados con citotoxicidad.

El promedio de revertantes obtenido para cada cepa
luego de ser tratadas con las diferentes dosis de las
fracciones 3S-E y 3S-F en presencia o ausencia de
activacion metabodlica, no mostrd diferencias
estadisticamente significativas con respecto al
control negativo (DMSO 5%) ni entre ellas. De
acuerdo a estos resultados, podemos concluir que
ninguna de las fracciones evaluadas son mutagenos
directos o indirectos, puesto que, el criterio de la
Organizacion Mundial de la Salud (Coulston et al.,
1980) para clasificar cualquier compuesto quimico
como mutagénico es que induzca un aumento de
dos veces la tasa de reversion espontanea y presente
un efecto relacionado con la dosis. Empleando el
criterio anterior en este trabajo, se encuentra que
no hay aumentos importantes en el niimero de
revertantes cuando ambas cepas bacterianas son
tratadas con cualquiera de las dosis de cada
extracto. Igualmente, no se observan aumentos en
el nimero de colonias revertantes relacionadas con
la dosis tanto en presencia o en ausencia de la
fraccion microsomal activadora (S-9).

CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio indican que la
fraccion 3S-F no es genotoxica en células
mononucleares humanas de sangre periféricay
no es mutagénica en las cepas evaluadas de S.
typhimurium. Este hecho permite considerar
esta fraccion para posteriores estudios tendientes
al desarrollo de un posible tratamiento contra la
Leishmaniosis y la enfermedad de Chagas.

Se requieren estudios adicionales que permitan
confirmar o descartar si la fraccion 3S-E induce
dafios relevantes sobre el material genético de
células humanas, para contemplar, asi, su
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posterior inclusion en el desarrollo de produc-
tos terapéuticos de las enfermedades tropicales
Leishmaniosis y Chagas.
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