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RESUMEN

Objetivo: Evaluar el efecto protector del extracto acuoso de Phyllanthus orbicularis, K ante el dafo

inducido por las radiaciones UVB y UVC.

Material y métodos: Se emple6 el ensayo con ADN plasmidico (pBluescript SK II) libre de célula. Se
evalu6 la capacidad del extracto acuoso de P. orbicularis de inducir roturas de cadenas en el pldsmido,
a las concentraciones 0,0001-2,0 mg/ml. Se realizaron estudios de proteccion del extracto frente a las
radiaciones UVB y UVC a las concentraciones de 0,1-2,0 mg/ml. Se cuantificé la transmitancia del

extracto frente ambos tipos de radiaciones.

Resultados: Ninguna de las concentraciones evaluadas resulté genotéxica en 30 min de exposicion.
Las concentraciones > 1 mg/ml de P. Obicularis si indujeron roturas de cadenas a tiempos mayores
de evaluacion. El extracto de P. Orbicularis protegié al ADN frente a las radiaciones UVB y UVC a

concentraciones > 0,1 mg/mly 0,5 mg/ml respectivamente.

Conclusiones: En nuestras condiciones experimentales, el extracto acuoso de P. Orbicularis protege

al ADN frente al dafio inducido por las radiaciones UV.

PALABRAS CLAVES: Phyllanthus Orbicularis, UV, dimero de pirimidina, extracto vegetal,

fotoproteccion.

ABSTRACT

Aim: The aim of this work was to evaluate the protective effect of aqueous extract of Phyllanthus

Orbicularis, K from the damage induced by UV radiation.

Material and methods: The plasmid-based non cellular system was used. The extract capacity to
induce DNA strand breaks was evaluated at 0.0001- 2.0 mg/ml concentrations. The protective effect
of extract against UVB and UVC radiation was evaluated at 0.1- 2.0 mg/ml concentrations. The

transmittance of extract was measured for both UV radiations.

Results: The P. orbicularis aqueous extract was not genotoxic even after 30 min of exposure.
Concentrations 21 mg/ml of extract induced strand breaks at major times of exposition. P. Orbicularis
extract protected DNA against UVB and UVC radiation at concentrations > 0.1 mg/ml and 0.5 mg/

ml respectively.

Conclusions: In our experimental conditions, P. Orbicularis aqueous extract protects DNA from

damage induced by UV radiation.

KEY WORDS: Phyllanthus Orbicularis, UV, pyrimidine dimers, vegetal extract, photoprotection.
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INTRODUCCION

Diversos agentes genotdxicos, enddgenos y exégenos
amenazan constantemente la integridad del material
genético en los organismos vivos causando lesiones en
el ADN. La radiacién ultravioleta (UV) es uno de los
mutagenos fisicos ambientales mas dafiinos existentes en
la actualidad. Segtn su longitud de onda esta se divide en
UVA (320-400 nm), UVB (280-320 nm) y UVC (200-280 nm).
Las radiaciones UV de tipo B y C causan dafios directos
en el ADN. Las principales lesiones inducidas por este
agente son los dimeros de pirimidina cis-syn ciclobutano
(CPD) y el pirimidina (6-4) pirimidona (6-4PP)'2 La no
reparacién o la incorrecta reparaciéon de estos dafios
conllevan a mutaciones en células epidérmicas que pueden
estar relacionadas con los procesos de induccién de muerte
celular, fotoenvejecimiento y fotocarcinogénesis**. La
UVB ademas, puede incrementar los niveles de radicales
libres de oxigeno (RLO) en la célula desencadenando un
progresivo deterioro estructural y funcional de elementos
celulares como las proteinas y el ADN®.

Debido a la continua degradacién de la capa de ozono
estratosférica se esta produciendo un incremento de las
radiaciones UV en la superficie terrestre y con ello sus
efectos dafinos sobre la salud humana. Entre ellos, el
cancer de piel es uno de los efectos mas severos®.Como
consecuencia en la actualidad existe un creciente interés en
la busqueda de nuevos compuestos capaces de minimizar
tales efectos.

Los extractos vegetales son mezclas complejas ricas en
metabolitos secundarios que pueden ser estudiados como
fuente natural de agentes antigenotéxicos y asi su uso en la
quimioprevencion del cancery otras enfermedades crénicas
degenerativas. En particular, productos naturales como los
retinoides, las proantocianidinas, flavonoides y polifenoles
del té verde han sido identificados como potentes
agentes quimiopreventivo frente al cancer de piel. Para
algunos polifenoles se ha demostrado que esta capacidad
quimiopreventiva estd estrechamente relacionada con las
propiedades absortivas y/o antioxidantes que pueden
poseer estos compuestos %,

En la flora cubana la especie Phyllantus orbicularis K poseen
un sélido aval como protector del material genético.
Propiedades antioxidantes y antigenotéxicas frente a
mutagenos quimicos y fisicos han sido demostradas para

el extracto acuoso de esta especie .

En las investigaciones de antigenotoxicidad, la aplicacién
de métodos que permitan evaluar los dafios directo en la
estructura primaria del ADN ha recibido gran atencién.
Los ensayos con ADN plasmidico han sido frecuentemente
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empleados, ofreciendo evidencias de proteccién a este
nivel genético que justifican el empleo de modelos
experimentales mas complejos'*'.

Teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto, la presente
investigacion tiene como objetivo estudiar la potencialidad
del extracto acuoso de P. orbicularis, como protector del
ADN ante el dafio inducido por radiaciones UVB y UVC,
en ADN plasmidico libre de célula .

MATERIAL Y METODOS

Extracto acuoso de Phyllanthus orbicularis K. (EPO)

El extracto de Phyllanthus orbicularis K se obtuvo a partir de
plantas colectadas en Cajélbana, Pinar del Rio, en el mes de
octubre de 2006. El extracto fue liofilizado segtin el método
descrito. A partir de una solucién madre de EPO, a la
concentracion 10 mg/ml (w:v) se prepararon diluciones
de trabajo cuyas concentraciones fueron 0,0002; 0,002; 0,02;
0,2,1;2y4 mg/ml

Modelo experimental y endonucleasa.

Se empled el plasmido pBluescript II SK circular
covalentemente cerrado (2961 pb). Este plasmido contiene:
origen de replicacién bacteriano, gen de resistencia a
ampicillina y sitios de corte para mas de treintena enzimas
de restriccion *®. La enzima endonucleasa V del fago T4 (T4-
endoV), fue la empleada para el reconocimiento y corte de
las lesiones CPDs en el ADN inducidos por la radiaciones
uvz

Irradiaciéon UVB y UVC.

Paralairradiacién con UVB y UVC fueron usadas lamparas
de emisiones de ondas de 312 y 254 nm, respectivamente. La
tasa de dosis fue monitoreada por radiometros VLX3W, de
sensor monocroméatico CX-312 y CX-254, respectivamente.
Las dosis de irradiacién fueron 3000 y 100 J/m? para UVB
y UVC respectivamente.

Soluciones de trabajo
Solucién solvente del ADN: 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA,
pH 7,5 (Solucién TE).

Solucién tampén para la reaccion de digestion con la
enzima endonucleasa V del fago T4: 100 mM NaCl, 10 mM
EDTA, 10 mM Tris HCI, pH 8 (Solucién NET).

Solucion tampoén de la electroforesis en gel de agarosa: 44,6
mM Tris base, 44,5 mM Acido bérico, 50 mM EDTA, pHS
(Solucién TBE 0,5x).

Solucién de carga: 75 mM EDTA, 50% Glicerol, 0,2%
Bromofenol azul.

Ars Pharm. 2013; 54(1): 16-23.
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Procedimientos.

Para todos los procedimientos las muestras de ADN
plasmidico fueron disueltas en solucién (sln) TE a una
concentracioén inicial de 100 ng/pl. El control negativo fue
1 pl de ADN, en 19 pl de soluciéon NET e incubado en hielo
durante 30 minutos. El control positivo fue 1 pl de ADN
irradiado en 18 pl de sln NET, 1 pl de T4-endoV, incubado
a 37°C durante 30 minutos.

Evaluacién de la genotoxicidad de EPO sobre el ADN
plasmidico.

Para evaluar si el extracto produce roturas de simple (SSB,
de las siglas en inglés) o doble (DSB, de las siglas en inglés)
cadenas en el ADN, a 1ul de ADN se le adicion6 1 ul de
EPO. Se incubaron las muestras a 37°C durante 30 minutos.
Para evaluar la incidencia del tiempo de exposicion en
el efecto genotdxico, solo fueron tomadas las mayores
concentraciones que no indujeron roturas en 30 min de
exposicién. Se incubaron las muestras a 37°C durante 30,
60 y 90 minutos.

El criterio de genotoxicidad utilizado fue la aparicion de las
formas relajada (FR) y lineal (FL) del plasmido en el gel.

Evaluacién de la inhibicion de la T4-endo V por su
exposiciéon a EPO.

Para evaluar si el extracto es capaz de inhibir la accién de
la enzima T4-endo V, a 1ul de extracto, se le adicion6 17 ul
de sIn NET y 1 pl de T4- endo V y se incubaron durante 30
minutos a 37°C. Posteriormente se le afiadié 1 pl de ADN
irradiado con UVC.

El criterio de inhibicion de la actividad enzimatica utilizado
fue la permanencia de la forma circular saperenrollada
(FS) del plasmido en el gel.

Evaluacion de la capacidad protectora de EPO frente a la
irradiacion UVB y UVC.

Para evaluar la capacidad protectora del EPO se sigui¢ un
esquema de cotratamiento, donde el plasmido es irradiado
en presencia del extracto, para ello alicuotas de 1 pl de
ADN fueron tratadas con EPO e inmediatamente fueron
irradiadas con UVB y UVC. Inmediatamente se le adiciono
17 pl de sin NET y 1 pl de T4 endo-V. Esta mezcla se incubd
a 37°C, durante 30 minutos.

El criterio de proteccion utilizado fue la aparicién de la
forma circular stperenrollada (FS) conjuntamente con la
disminucién o desapariciéon de la forma relajada (FR) del
plasmido.

Electroforesis y visualizacion

Con la finalidad de separar las FS, FR, FL de los pldsmidos
se desarroll6 la electroforesis en gel de agarosa al 0,8%
disuelto en TBE (0,5X) que contenia Bromuro de etidio (0.1
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ng/pl). La electroforesis se realizé en sln TBE (0,5X) a 80V
y 60 mA durante 60 minutos.

Cuantificacion de la transmitancia de EPO frente a las
radiaciones UV.

Se midio6 la transmitancia de las concentraciones de 0,001;
0,01; 0,1; 0,5; 1; 2 mg/ml de EPO a 312 nm (UVB) y 254
nm (UVC). Fue empleado un espectrofotometro Génesis
TM Serie 10 de la Corporacién Thermo Electron. El control
negativo fue agua miliQ estéril.

RESULTADOS.

Produccién de roturas de cadenas en el ADN plasmidico
por EPO.

En la figura 1 se muestran los resultados del efecto de
EPO sobre el ADN plasmidico en 30 min de exposicién.
Ninguna de las concentraciones evaluadas produjo roturas
en las cadenas de las moléculas plasmidicas. Sin embargo,
al aumentar el tiempo de exposicién a 60 y 90 min las
concentraciones evaluadas (1,0 y 2,0 mg/ml) tuvieron
un efecto clastogénico. Se produjeron SSB en el ADN,
generdndose asi la FR del plasmido. Para la mayor de las
concentraciones evaluadas (2,0 mg/ml) menor es el tiempo
necesario para mostrar este efecto dafiino sobre el ADN

(Figura 2).
No inhibicion de la T4-endo V por su exposicién a EPO

Un impedimento para la evaluaciéon de la capacidad
protectora de EPO seria una disminucion de la actividad
de la T4 endonucleasa V debido a la interacciéon de sus
fitocompuestos con la enzima. Los resultados mostraron
que EPO no inhibi6 la accién de la enzima, en ninguna de
las concentraciones evaluadas. La enzima realiz6 cortes en
las moléculas de ADN en presencia de las lesiones CPD,

generdndose asi las FR de los plasmidos (Figura 3).

Capacidad protectora de EPO frente a la irradiaciéon UVB
y UVC.

Las concentraciones de EPO para la evaluacion del efecto
protector frente a UVB y UVC fueron 2,0;1,0; 0,5y 0,1 mg/
ml las cuales no produjeron roturas en las cadenas del
ADN, ni inhibieron la actividad de la T4 endonucleasa V.

Los resultados mostraron un efecto protector de EPO en el
ADN plasmidico ante el dafi6 inducido por las radiaciones
UVB (Figura 4A) y UVC (Figura 4B) a partir de la
concentracion de 0,5 mg/ml. Al aumentar la concentracién
del extracto, aumenta la intensidad de las bandas FS del
plasmido, lo que muestra un aumento de la capacidad
protectora de EPO. Para la menor de las concentraciones
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evaluadas (0,1 mg/ml) este efecto antigenotéxico del
extracto fue solo evidente para el plasmido irradiado con
UVB.

Transmitancia de EPO frente a las radiaciones UV.
Al analizar los valores de transmitancia de EPO, frente
a UVB y UVC (Figura 5), se observ6é un comportamiento

similar para ambos tipos de irradiacion. A medida que
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aumenta la concentracién EPO menor es la capacidad del
extracto de permitir el paso de la radiaciéon UV. Mas del
50% de las radiaciones UV son absorbidas por EPO a la
concentraciéon de 0,1 mg/ml, concentraciones superiores a

esta, bloquean totalmente el paso de las mismas.

DISCUSION

La radiacion UV es un potente mutdgeno fisico que
pueden ocasionar severos trastornos en la salud humana
como consecuencia de sus efectos en el ADN. Las lesiones
producidas en el material genético son consideradas como
los primeros pasos para la aparicion de enfermedades
cutdneas como las quemaduras, el fotoenvejecimiento, y
la fotocarcinogénesis. Una adecuada quimioprevencion
mediante el empleo de extractos vegetales, constituye una
nueva estrategia esencial para el control de los efectos
perjudiciales de una sobreexposicion a la luz solar *.

En la flora cubana la especie Phyllantus orbicularis K poseen
un solido aval como protector del ADN. El extracto acuoso
de esta planta ha mostrado propiedades antioxidantes
y antigenotéxicas frente a mutagenos quimicos y fisicos
como, rayos X, peréxido de hidrégeno, aminas aromaticas
policiclicas, mitomicina C y radiaciones gamma °'***. Sin
embargo, la capacidad fotoprotectora de EPO en el modelo
experimental con ADN plasmidico libre de célula no habia
sido abordada.

Estudios precedentes de genotoxicidad anivel de estructura
primaria han avalado este extracto de no genotéxico .
En nuestro trabajo una exposicién del plasmido a EPO
durante 30 minutos muestra similar efecto. Un factor
importante en la accion genotodxica de un compuesto es el
tiempo que el mismo pueda requerir para realizar el dafo.
En esta investigacion, fue demostrado el efecto dafino de
EPO al aumentar el tiempo de exposicion del plasmido al
extracto. Este efecto dafino del extracto dependiente del
tiempo se demuestra por primer vez a nivel de estructura
primaria en ADN plasmidico. Estudios precedentes a nivel
de estructura cromosémica en células CHO tambien han
demostrado la incidencia del tiempo en la genotoxicidad
de EPO°.

La mediacién del tiempo de exposicion en la expresion del
dafio en este modelo pudiera deberse a las interacciones
quimicas entre componentes del extracto y el ADN.
El extracto de P.orbicularis, es una mezcla compleja de
compuestos fenolicos. Estudios fitoquimicos de EPO han
mostrado la presencia flavonoides, taninos, antocianidinas
y coumarinas®. También compuestos como flavanoles,
quercetinas glicosidas, taninos condensados, derivados

Ars Pharm. 2013; 54(1): 16-23.
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del acido galico, rutina, procianidinas, catequinas y

epicatequinas han sido identificados® Algunos de
los fitocompuestos presentes en EPO pudieran ser los
responsables del efecto genotoxico demostrado. Por ejemplo
los flavonoides, las coumarinas y los alcaloides constituyen
compuestos informados por la literatura internacional
como agentes genotoxicos. De manera particular algunas
alcaloides muestran

coumarinas y genotoxicidad

dependiente de la concentracién y el tiempo®2.

En estudios de fotoproteccién ha sido empleada la enzima
T4 endonucleasa V en este ensayo para la deteccién de
lesiones de tipo (CPD) producidos por la radiacién UV 262,
Al evaluar el efecto protector de EPO, se podrian generar
falsos positivos dada la eventual interaccién del extracto
con la enzima. En este sentido, los resultados obtenidos
demostraron que no existe un efecto inhibitorio de la
actividad de la T4 endo V por el extracto.

El presente trabajo demostré la capacidad protectora
del extracto acuoso de P. orbiculares frente a la radiacion
UV en ADN plasmidico. El EPO protegié al ADN en
concentraciones donde la transmitancia era baja o nula.
Sugiere esto, que el efecto fotoprotector del extracto se debe
a la capacidad absortiva del mismo frente a las radiaciones
UV. De las plantas numerosos compuestos aromaticos
han sido propuestos como inhibidores de la formacién de
dimeros, pues absorben las radiaciones UV. Como ejemplo
encontramos a los alfa tocoferoles de los aceites de plantas
y las vitaminas C y E#%. Las antocianinas y los flavonoides,
también han sido compuestos muy estudiados por su
habilidad de absorber las radiaciones UV®”*. La presencia
de estos compuestos en EPO pudieran ser los responsables
del efecto fotoprotector del extracto demostrado en la

presente investigacion.

Las lesiones provocadas en el ADN por las radiaciones
UVB ademas de ser origen directo (CPD y 6-4PP) pueden

Ars Pharm. 2013; 54(1): 16-23.

ser indirectas debido a la formacion de RLO, forméndose
roturas de simple y doble cadenas®*. En correspondencia
con esto, en nuestras condiciones experimentales, las
roturas de cadena en el ADN plasmidico se generan a partir
de dos eventos, la acciéon de la digestién con la enzima T4
endo-V y la accién oxidante de los RLO. Una tendencia
actual en el estudio de la capacidad de fotoproteccion de
las plantas es la evaluacién de compuestos vegetales con
avalada propiedad antioxidante. En este sentido variados
son los componentes de plantas que han sido estudiados
como posibles protectores frente a UV; la vitamina C
y E, el Ginsenoside Panoxatriol (medicina tradicional
china), polifenoles como flavonoides isoflavonas; el 1-(4;-
hydroxy-3- methyoxyfeil)-5-hidroxi-3-decanona, rindiendo
resultados positivos en todos los casos®*?*. Trabajos
precedentes han avalado la propiedad antioxidante de
EPO*". Compuestos polifendlicos aislados del mismo,
como el 2,4-di-tertbutilfenol y el 2,6-di-secbutilfenol, son
capaces de secuestrar radicales hidroxilos, atin en muy bajas
concentraciones'. Teniendo en cuenta lo anteriormente
descrito, para el caso de UVB, el efecto fotoprotector de
EPO podria deberse ademads de por su capacidad absortiva,
también por la propiedades antioxidantes del extracto.

Los resultados de nuestra investigacion muestran la
capacidad de EPO de absorber las radiaciones UV y
con ello impedir la formacién de dafios en el ADN. Esta
capacidad de proteccién dado un principio de acciéon de
carécter fisico lleva a pensar de que este extracto pueda
proteger al ADN de las radiaciones UV presentes en la luz
solar. Adicionalmente dado el cardcter antioxidante del
extracto en estudio, otro modo de accién fotoprotectora
pudiera potenciar la capacidad fotoquimiopreventiva de
P. orbicularis K. Investigaciones futuros en biomodelos
bacterianos y/o células eucariontes serfan de gran utilidad

para profundizar en el estudio de tal propuesta.
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