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RESUMEN

El objetivo de esta Tesis Doctoral fue realizar la caracterizacidon quimica y tdxica asi
como analizar la mutagenicidad y antimutagenicidad del extracto acuoso de
Baccharis articulata (Lam.) Persoon (EAB). B. articulata, conocida como “Carqueja”,
es una hierba silvestre utilizada muy frecuentemente en la medicina folcldrica
popular en Argentina y Sudamérica. La infusién de carqueja es ampliamente
consumida para el tratamiento de afecciones gastrointestinales por su capacidad
antiespasmadica y colagoga, entre otras.

Mediante caracterizacion quimica por cromatografia liquida de fase inversa (RF-
HPLC) se determinaron los compuestos fendlicos presentes en el EAB. Asimismo, se
analizé la actividad antioxidante del EAB, por determinacion de la concentracion
eficiente cincuenta (CEsg) mediante la técnica de DPPH* (2, 2-fenill-picril hidracilo) y
se determinaron los porcentajes de inhibicion del EAB frente al radical DPPH*. El
analisis quimico del EAB reveld que el polifenol mayoritario fue el acido clorogénico.
El contenido de acido clorogénico en el EAB fué 2,05+0,11 mg/ml y su actividad
antioxidante presentd un valor de CEsg de 101,86 pg/ml.

Los estudios de toxicidad, mutagenicidad y capacidad antimutagénica se realizaron
mediante el Ensayo de Ames empleando las cepas testigo Salmonella typhimurium
TA98 (mutante de corrimiento de marco de lectura) y TA100 (mutante de
sustitucion de bases). Los ensayos de toxicidad se llevaron a cabo por
determinacién de las unidades formadoras de colonias co-incubando el EAB con las

cepas testigo para evaluar concentraciones no téxicas. Los ensayos de
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mutagenicidad y antimutagenicidad se realizaron con diferentes concentraciones
del EAB (1,0 y 10,0 mg/placa) las cuales se incubaron con diferentes
concentraciones de mutagenos diagndstico: 2-nitrofluoreno (2-NF), azida sddica
(AZS), y 2-aminofluoreno (2-AF). Se implementd el método clasico de incorporaciéon
en placa y su modificacion de pre-incubacidon. Para la evaluacién de |Ia
antimutagenicidad se tomaron como parametros los porcentajes de inhibicién (%l)
ejercidos por el EAB frente a la mutagenicidad inducida por los mutdgenos
diagnéstico (correspondiente al 100% de mutagenicidad).

Los resultados encontrados indicaron al aplicar el Ensayo de Ames, que el EAB no
resultdé toxico ni mutagénico en las concentraciones ensayadas (1,0 y 10,0
mg/placa) y en las condiciones de disefio experimental propuestos.

El EAB presentd en el Ensayo de Ames aplicado un %l de 100% frente al mutageno 2-
AF al implementar el método de pre-incubacién y con la cepa TA100, independiente
de las concentraciones ensayadas (1,0 y 10,0 mg/placa). Los valores maximos de
inhibicion del EAB ejercidos en la cepa TA98 frente al 2-NF se obtuvieron con 10,0
mg/placa de EAB y el Ensayo de Ames, con el método de pre-incubacién, siendo el
%l de 91,0%. Frente a la AZS, la maxima inhibicion se obtuvo, en el Ensayo de Ames,
con el método de pre-incubacién con un rango de %l de 40,0-41,0% para 1,0 y 10,0
mg/placa, respectivamente.

Asimismo, se evalué la capacidad antioxidante, toxica, mutagénica y antimutagénica
del acido clorogénico utilizando la misma metodologia implementada para el EAB

(DPPH* y el Ensayo de Ames). Los resultados mostraron que la capacidad
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antioxidante del acido clorogénico resultd ser mayor que la del EAB con una CEsp=
0,269 pg/ml. El 4cido clorogénico mostro ser no téxico y no mutagénico en el Ensayo
de Ames, en las concentraciones ensayadas (0,05 y 0,50 mg/placa). Los estudios de
antimutagenicidad del acido clorogénico mostraron que los %l maximos frente a 2-
AF se obtuvieron con la cepa TA98 (%l de 75,5) y con la cepa TA100 (%l de 84,0),
ensayando 0,50 mg/placa de acido clorogénico mediante el método de pre-
incubacion.

En base a estos resultados, se concluyd que el EAB y el acido clorogénico poseen
capacidad antioxidante y antimutagénica en los sistemas y condiciones
experimentales aplicadas.

La comparacion de la capacidad antimutagénica entre el EAB y el dcido clorogénico
indicé que fue necesaria una concentracidn cinco veces mayor de acido clorogénico
contenido en la muestra de EAB para alcanzar una actividad antimutagénica similar
a la observada en el EAB.

Se concluyd que la capacidad antimutagénica del EAB ocurria a través de un
mecanismo antioxidante, influenciado por la presencia del 4cido clorogénico y otros
compuestos presentes en el mismo.

En base a los datos obtenidos y la bibliografia existente se propone que los efectos
antimutagénicos ejercidos por el EAB frente a los mutdgenos ensayados
responderia a un mecanismo llamado “desmutdgeno”, donde la inhibicidn ejercida
por el extracto posiblemente ocurra previamente a que los agentes mutagénicos

produzcan un dafio total o parcial sobre el ADN.
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Futuros estudios sobre los mecanismos moleculares implicados en el efecto
antimutagénico ejercido por el EAB frente a diferentes mutagenos resultan
necesarios y merecen ser estudiados en profundidad para dilucidar el posible
mecanismo propuesto en la presente Tesis Doctoral a partir de observaciones

realizadas en cepas bacterianas aplicando el Ensayo de Ames.

-
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SUMMARY

The purpose of this Doctoral Thesis is to characterize the chemical and toxic
properties as well as to analyze the mutagenic and antimutagenic effects of the
aqueous extract of Baccharis articulata (Lam.) Persoon (AEB). B. articulata, known
as "Carqueja" is a wild herb used frequently in popular folk medicine in Argentina
and South America. Carqueja infusion is widely consumed in the treatment of
gastrointestinal conditions due to cholagogue and antispasmodic properties, among
others.

Chemical characterization of the phenolic compounds present in the AEB was
performed by reverse phase liquid chromatography (RF-HPLC). AEB antioxidant
activity was evaluated by determining the effective concentration (ECso) applying
the DPPH* technique (2, 2 — difenyl 1-picrylhydrazyl) and the percentage of
inhibition of DPPH radical versus AEB was determined. The results revealed that
chlorogenic acid was the main and major polyphenol present in AEB reaching values
of 2.05+0.11 mg/ml. The antioxidant activity of this polyphenol showed an ECsg
value of 101.86 mg/ml. Toxicity and mutagenicity studies as well as antimutagenic
capacity were analyzed using the Ames test employing two Salmonella typhimurium
strains: TA98 (mutant reading frame shift) and TA100 (base substitution mutant).
For toxicity assays, the colony-forming unit was determined by co-incubating the
strains with non-toxic AEB concentrations. Mutagenicity and antimutagenicity tests
were performed employing AEB within the 1.0-10.0 mg/plate concentration-range

against different concentration of diagnostic mutagens, namely, 2-nitrofluorene (2-
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NF), sodium azide (AZS), and 2-aminofluorene (2-AF). Experiments were carried out
by using both plate incorporation and pre-incubation variants of the Ames test.
Antimutagenicity was estimated by the percentages of inhibition (%) exerted by
AEB against diagnostic mutagen-induced mutagenicity (corresponding to 100.0 %l
of mutagenicity).

Results reveled that AEB was non-toxic as well as non- mutagenic in assayed
concentrations (1.0 and 10.0 mg/plate).

Results of AEB-induced antimutagenic activity at 1,0 and 10,0 mg/plate indicated
that the maximum percentage of inhibition was obtained in 2-AF-induced
mutagenicity on TA100 by the pre-incubation method, reaching values of 100 %l.
Inhibition exerted by 10.0 mg/plate of AEB in 2-NF-exposed on TA98 strain reached
maximum levels by pre-incubation method reaching values of 91.0 %l. For AZS,
maximum inhibition was obtained with the method of pre-incubation method
showing values of 40.0 %l and 41.0 %I, for 1.0 and 10.0 mg/plate AEB treated
cultures, respectively.

The antioxidant capacity as well as the toxic, mutagenic and antimutagenic
properties of the chlorogenic acid were also evaluated using the same methodology
applied for the AEB. The results showed that the antioxidant capacity of chlorogenic
acid was greater than that found for the AEB with an EC5,=0.269 pg/ml.
Furthermore, the results demonstrated that chlorogenic acid non-toxic and non-
mutagenic at assayed concentrations (0.05 and 0.50 mg/plate). Antimutagenicity

studies of chlorogenic acid against 2-AF-induced mutagenicity showed the highest
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%! both on TA98 (75.5 %l) and TA100 (84.0 %l) strains at 0.50 mg/plate by pre-
incubation method.

Based on these results we concluded that both the AEB and chlorogenic acid
possess antioxidant and antimutagenic capacities.

Comparison between the antimutagenic capacity exerted by AEB and chlorogenic
acid indicated that five times higher concentration of the later is required to achieve
the same AEB-induced antimutagenic activity.

According to our results it could be suggested that the antimutagenic capacity of
the AEB is due probably exerted by an antioxidant mechanism(s) committed to the
presence of chlorogenic acid and other compound(s) present in the same extract.
Based on our observations and data previously reported, it could suggested that the
inhibition exerted by the AEB against mutagen-induced damage involve a
mechanism called "desmutagen" in which the inhibition most possibly occurs prior
to the induction of a total or partial damage on DNA.

Further studies on the molecular mechanisms involved in the antimutagenic effect
exerted by the AEB against different mutagens are required and deserve to be

studied to elucidate the possible mechanism(s) proposed in this Doctoral Thesis.

-
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ABREVIATURAS

Lista de abreviaturas utilizadas

ACL: 4cido clorogénico

AT: Adenina Timina

Atm: atmosferas

AAIF: N-2-(Acetilamino) 7- iodofluoreno

AAF: 2-Acetilaminofluoreno
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ANMAT: Administracidon Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica
ANOVA: Analisis de varianza
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AZS: Azida sodica

B(a) P: Benzo (o) Pireno

C: Citosina

CA: California
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cm: centimetros

CMA: Codex Medicamentarius Argentino

CONICET: Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas
Co: Company

col.: colaboradores
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CQA: Acido 5-cafeilquinico

DAD: Diode Array Detector (Arreglo de diodos)

d C.: después de Cristo

DMSO: Dimetilsulféxido

DPPH: 2,2-difenil -1-picril hidracilo

DS: Desvio estandar

EAB: Extracto Acuoso de Baccharis articulata

EEUU: Estados Unidos de Norte América

e.g.: exempli gratia

FACAF: Federacién Argentina de Cdmaras de Farmacias
G: Guanina

g: gramos

G C: Guanina Citosina

GgP: Glucosa- 6- fosfato

HPLC: High-Performance Liquid Chromatography (Cromatografia liquida de alta
eficacia)

h: hora

ICH: International Commissions on Harmonization

IP: Incorporacién en Placa

IUPAC: International Union of Pure and Applied Chemistry
L.: Linneo C.

L: Litro
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Lam.: Lamarck J. B.

LEMIS: Laboratorio Estatal de Especialidades Medicinales de Misiones
Less. : Lessing C. F.

LOD: Limit Of Detection (Limite de deteccidn)
LOQ: Limit Of Quantitation (Limite de cuantificacién)
LPS: lipopolisacaridos

M: Molar

mg: miligramos

min: minutos

Mm: micrémetro

mM: milimolar

mm: milimetros

ml: mililitros

mUA: mili Unidades de Absorbancia
N-OH-AAF: N-hidroxi-N-2- acetilaminofluoreno
NP: Nitropirenos

nm: Nandmetros

N2: Numero

NAT: N-acetiltransferasa

NPD: 4-Nitro-o-phenylenediamine

oC: grados centigrados

OECD: Organization for Economic Cooperation and Development.
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OMS: Organizacion Mundial de la Salud

O/N: Over night (cultivo de la noche)

Pl: Pre-incubacion

P/V: peso por volumen

R*: Radical libre

R”: Coeficiente de determinacion

RN3: alquil-azida

seg: Segundos

S.L.F.: Sociedad Latinoamericana de Fitomedicina
SOS: Sistema de reparacidn propenso al error
TBARS: Thiobarbituric Acid Reactive Substances
TRAP: Total Radical-Trapping Antioxidant Parameter
UFC/ml: Unidades Formadoras de Colonias por mililitro
UNLP: Universidad Nacional de La Plata

UV-vis: Luz ultravioleta-visible

V: Voltio

V¢.Volumen final

B-NADP: beta-Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato
%l: Porcentaje de inhibicidn

A: Longitud de onda

+59: Con activacion metabdlica

-S9: Sin activacion metabdlica
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Ug: microgramos

ug /placa: microgramos por placa
upl: microlitros

2-NF: 2-Nitrofluoreno

2-AF: 2-Aminofluoreno

3-NFA: 3-Nitrofluorantreno

|
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1. INTRODUCCION
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1.1. El hombre y la alimentacién

Existe consenso entre los antropdlogos que nuestros ancestros mds antiguos
tuvieron una dieta vegetariana basada en frutos, raices, hojas, brotes y semillas,
junto a la miel, larvas de insectos y huevos, derivada de sus habitos recolectores.
Con el transcurso del tiempo surge, hace aproximadamente 2 millones de afios, una
modificacion en los habitos alimentarios en nuestros antecesores, reconocida como
la primera transiciéon alimentaria. Probablemente basada en una actividad
carrofiera antes que cazadora, la ingesta cada vez mayor de proteina animal en la
dieta nos condujo hacia el omnivorismo, con un aporte mayor de proteinas y dcidos
grasos esenciales. Esta transicidn alimentaria proporcioné dos requisitos necesarios
para disponer de un intestino mas pequefio y el ahorrar energia para dedicarla al
desarrollo del cerebro (Campillo Alvarez, 2011).

Los trabajos de Aguirre (2007) indican que hace unos trece mil afios ocurrid la
extincion de la megafauna (mamut, rinoceronte y tigre diente de sable, entre otros)
probablemente debida al cambio climatico asi como a la depredacién humana. Esto
generd una merma en las actividades de caza mayor especializada, seguida de
cambios en la alimentacién reconocida como la segunda transicion alimentaria. En
este periodo, la dieta estaba basada fundamentalmente en animales de baja talla,
pescados y mariscos. Adicionalmente, en las llanuras, se domesticaron las plantas
dando origen a la agricultura. La cria de animales y el cultivo de cereales como el
maiz, el arroz, el trigo, etc., fue sentando las bases de un nuevo sistema de

produccién y de consumo alimentario. Sin embargo, a pesar del aumento en la

-
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cantidad de alimentos se redujo la variedad, restringiéndose la dieta a un alimento
principal generalmente un cereal o un tubérculo, complementado con el producto
del pastoreo. Esto trajo aparejado que, cuando faltaba el alimento principal
aparecia el hambre, en cambio cuando faltaban sus complementos, la poblacién
quedaba condenada a la desnutricidn crénica por falta de micronutrientes (Aguirre,
2007).

Con la llegada de la revolucion industrial se generd una nueva relacidon entre la
poblaciéon y las nuevas formas de produccién, distribucién y consumo alimentario
reconocida como tercera transicién alimentaria. En los ultimos 100 afios las
sociedades industriales comenzaron a desarrollar y aplicar nuevas tecnologias en la
industria de los alimentos basados en la necesidad de aportar mayor cantidad de
alimentos a una poblacién que crecia exponencialmente. El procesamiento de los
alimentos, el agregado de aditivos alimentarios asi como el refinamiento en
azUcares y otros hidratos de carbono han contribuido a la dieta actual. Esta
presenta mayor cantidad de alimentos pero también menor variedad. A modo de
ejemplo podemos mencionar la enorme reduccion de variedades vegetales
registradas con el devenir de los tiempos: de las 442 variedades de papas cultivadas
en los Andes Centrales, actualmente en el mundo sdlo se cultivan 5, y de las 28
variedades de higos se cultivan 3. Aproximadamente 30.000 especies (entre las
250.000 plantas superiores descriptas) fueron seleccionadas como comestibles,
siendo utilizadas 7000 de ellas; sin embargo, sélo 150 han llegado a convertirse en

cultivos importantes. De estas especies 15 producen mas del 90% del total de
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alimentos: trigo arroz y maiz, los cuales suministran dos tercios de toda la energia
alimentaria y algo mas de la mitad de las proteinas de origen vegetal (Smil, 2003).
Esta dieta presenta deficiencias en cantidad y variedad de frutas, verduras, fibras, y
ciertos micronutrientes como son los minerales esenciales, ciertos acidos grasos
esenciales, vitaminas y micronutrientes que nuestros ancestros consumian. Ello ha
llevado a considerar a la dieta como uno de los factores que presentan mayor
contribucién a las enfermedades del hombre moderno.

Por otro lado, es reconocido que la dieta puede controlar favorablemente ciertas
funciones bioldgicas en el hombre y animales y reducir el riesgo de ciertas
enfermedades. En los ultimos tiempos se ha introducido el concepto de alimentos
funcionales, considerando como tales a aquellos que pueden producir beneficios
sobre la salud, ademas de su tradicional funcion nutritiva (Ashwell, 2005).

Se encuentra bien documentado que los factores de la dieta juegan un rol crucial en
la etiologia del cancer en humanos y grandes esfuerzos se realizan en el dmbito
cientifico para identificar sustancias protectoras contenidas en los alimentos
(Mersch-Sundermanna y col., 2004). Es conocido que el consumo de vegetales y
frutas esta relacionado inversamente respecto a la incidencia del cancer (Steinmetz
y Potter, 1996).

Cientos de compuestos protectores y anticarcinogénicos de alimentos derivados de
plantas han sido detectados en las ultimas décadas. Por ello, un resumen de la
relacion del hombre con las plantas, y en particular con las medicinales, resulta de

interés desarrollar en el marco del presente trabajo de Tesis Doctoral.
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1.2. El hombre y las plantas medicinales

Desde sus origenes, la humanidad ha utilizado a las plantas como cobijo, alimento y
medicina. Las plantas o hierbas medicinales son especies vegetales cuyas partes o
extractos son empleados como medicamentos en el tratamiento de enfermedades.
La utilizacion de plantas con fines curativos se remonta a la época prehistérica y su
uso se extendid en todas las culturas y civilizaciones hasta la actualidad.

En sus comienzos, los conocimientos acerca de las propiedades medicinales de las
plantas se fueron construyendo de la misma manera en que se iban conociendo las
plantas comestibles y las venenosas, ya sea de manera azarosa, accidental o
mediante la observacion de la conducta de los animales. De esta manera, los

Ill

primeros hombres conocieron el peligro que representaba el “acénito” (Aconitum
napelus), el “veratro” o “eléboro blanco” (Veratrum albus), la “nuez vémica”
(Strychnux vomica), la “coronilla” (Coronilla glauca), la “dedalera” (Digitalis
purpurea), el “estrofantus” (Strophantus kombe) (Hernandez Rodriguez, 2001),
entre otros ejemplos.

En otras ocasiones, el conocimiento se desarrollé mediante la experimentacién en
su propia persona. Desde los albores de la humanidad el hombre aprendio
mediante prueba y error que algunas hierbas resultaban ser utiles para combatir
enfermedades, siendo empleadas en rituales religiosos donde se consumian en
brebajes a los que se les asignaban poderes magicos y sobrenaturales.

Estos conocimientos se fueron profundizando y transmitiendo de generacién en

generacién, dando lugar con el correr del tiempo a la medicina moderna.

-
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Posteriormente, Alcmedn de Crotona (siglo VI a.C.), filésofo pitagdrico dedicado a la
medicina, dio inicio a una etapa definida por la certeza de que la enfermedad se
originaba por una serie de fendmenos naturales susceptibles de ser modificados o
revertidos, pudiéndose considerar como la génesis de la medicina moderna.

En el devenir del tiempo y a lo largo de distintas civilizaciones, la medicina y el
conocimiento de las propiedades terapéuticas de las plantas se fue desarrollando
de manera mds estructurada y sistematica. Hipdcrates (siglo V — IV a.C.),
considerado el padre de la medicina, rechazé las creencias populares que sefialaban
como causantes de las enfermedades a los dioses, sefialando que eran
consecuencia de factores ambientales, de la dieta y los hdbitos de vida.

Por su parte, los antiguos egipcios (siglo Ill a.C.), utilizaron una numerosa cantidad
de productos obtenidos de los vegetales. El Papiro de Ebers (aprox. 1500 a.C.),
considerado el mas importante papiro médico, reporta como medicamentos al
“aloe” (Aloe vera), la “goma de acacia” (Moringa oleitera), el “aceite de ricino”
(Ricinus communis L.), la “adormidera” (Papaver somniferum), la “cdscara de
granada” (Punica granatum), la “linasa” (Linum usitatissimum), la “escila” (Urgina

Ill

maritima), el “apio” (Apium graveolens), la “hierbabuena” (Mentha viridis), el “anis”
(Pimpinela anisum), el “hinojo” (Faeniculum vulgare), el “azafran” (Carthamus
tinctorius), el “belefio” (Hyoscyanus niger) y el “ajo” (Allium sativum), entre otros
(Hernandez Rodriguez, 2001).

En el siglo | a.C., Dioscdrides, botanico y farmacélogo de la antigua Grecia y médico

de los ejércitos de Nerdn, escribid seis libros llamados “De Materia Médica”. En
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ellos menciona plantas medicinales conocidas por los griegos. Describe 600 especies
de vegetales e indica las virtudes que se les atribuian y la manera de administrarlas.
Durante 15 siglos fue considerada la mas importante obra de botdanica y el principal
manual de farmacopea durante toda la Edad Media y el Renacimiento.

Asimismo, otros escritos famosos y valiosos para la ciencia médica y terapéutica han
sido el herbario chino Pan-Si-Tao, el Corpus Hippocraticum, el Canon Medico arabe,
los Vedas hindues y las farmacopeas medievales. A partir del siglo XVIII, las hierbas
comenzaron a ser exploradas por la ciencia, comenzandose a extraer y aislar las
sustancias quimicas activas, llamadas drogas.

Hoy en dia, los laboratorios farmacéuticos utilizan compuestos quimicos con accién
farmacoldgica ya sea replicados en forma sintética o extraidos de plantas, muchas
de ellas reconocidas por culturas antiguas por sus efectos benéficos. La base de los
fitofarmacos obtenidos a partir de plantas son las drogas vegetales y los diferentes
tipos de productos que de ellas se obtienen (Cafiigueral y col., 2003).

Sin embargo a efectos de evitar confusién en los conceptos, la OMS definié en 1978
a las plantas medicinales como cualquier planta que en uno o mds de sus érganos
contiene sustancias que pueden ser utilizadas con finalidad terapéutica o que son
precursores para la semisintesis quimico-farmacéutica. También definié droga
vegetal como la parte de la planta medicinal utilizada en terapéutica y los principios

activos como las sustancias responsables de la accidon farmacoldgica.
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Los medicamentos conocidos como fitofarmacos incluyen como material o droga
vegetal a las plantas terrestres y también a las algas. Asimismo pueden definirse
como fungifdrmacos a los producidos a partir de hongos y levaduras.

El estudio y la utilizacion terapéutica de fitofarmacos y fungifarmacos es abordado
por la fitoterapia (del griego fyton, 'planta’, 'vegetal' y therapeia, 'terapia'), conocida
también como herbolaria (del latin herba, 'hierba').

Se define a la Fitoterapia como la ciencia que estudia la utilizacién de los productos
de origen vegetal con una finalidad terapéutica, ya sea para prevenir, atenuar o
curar un estado patoldgico (Cafiigueral y Vila, 2001). Su nombre lo acuiié el médico
francés Henri Leclerc (1874 — 1955 d C) quien usé por vez primera el término
fitoterapia en su obra “Précis de Phytothérapie. La Fitoterapia utiliza drogas
vegetales y preparaciones de dichas drogas en la forma farmacéutica mas adecuada
para su administracién.

Por su parte, los usos populares de las plantas medicinales contindan a través del
empleo, principalmente, de infusiones y tisanas de venta libre en farmacias y
herboristerias. Al respecto, la Federacion Argentina de Camaras de Farmacias
(FACAF), publica mas de 200 plantas medicinales con su accidn terapéutica.

En nuestro pais, el cdédigo oficial que describe las drogas, medicamentos vy
productos médicos necesarios o Utiles para el ejercicio de la medicina y la farmacia
corresponde a la Farmacopea Argentina o “Codex Medicamentarius Argentino” en

el cual se especifica lo concerniente al origen, preparacion, identificacion, pureza,

Lic. Maria de las Nieves Rodriguez Pagina 30



Estudio de la capacidad antimutagénica del extracto acuoso de Baccharis articulata (Lam.) Persoon
|

valoracion y demas condiciones que aseguran la uniformidad y calidad de las
propiedades de los medicamentos.

En el afio 2011 la ANMAT (Administracién Nacional de Medicamentos Alimentos y
Tecnologia Médica) en el articulo 19, inciso a), define a los medicamentos
fitoterapicos como “aquellos que contengan como principio activo drogas vegetales
puras y/o mezclas definidas de éstas y/o preparados de drogas vegetales,
tradicionalmente usadas con fines medicinales, y que no contengan sustancias
activas quimicamente definidas o sus mezclas alin cuando fuesen constituyentes
aislados de plantas, salvo los casos que asi se justifiquen”.

En el Anexo 7 de la Farmacopea Argentina se exponen los lineamientos de buenas
practicas dirigidos a su aplicacidn en los productos fitoterdpicos. Estos deben estar
preparados a partir de material de origen vegetal que pueden estar sujetos a
contaminacion o deterioro pudiendo variar su composicién y caracteristicas. El
control de la materia prima, el almacenamiento y manufactura asume particular
relevancia debida a la naturaleza compleja y variable de estos productos, al nUmero
de principios activos y a la escasa cantidad que se encuentran definidos. Por ello,
debe aplicarse un adecuado sistema de aseguramiento de la calidad en la
elaboracién y control de calidad de los productos fitoterapicos.

Asimismo, la farmacopea vigente registra diversas recetas para la elaboracién de
productos fitoterapicos, aislando sus principios activos o reproduciéndolos
mediante sintesis bajo diferentes formas farmacéuticas, como capsulas,

comprimidos, gotas, jarabes, tisanas, elixires, suspensiones, cremas, ungilientos,
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tinturas. La redaccion de monografias que cumplan con los parametros
internacionales propuestos para la evaluacidn de los fitoterapicos es llevada a cabo
por la Subcomision de Medicamentos Fitoterapicos de la Farmacopea Argentina.

En ese sentido y a modo de ejemplo, el Laboratorio Estatal de Especialidades
Medicinales de Misiones (LEMIS) produce en el predio del Hospital Ramdn Carrillo
cuatro fitomedicamentos (crema de caléndula (utilizado en la renovacion celular en
pieles con cicatrices, estrias o agrietas), comprimidos de cangorosa (utilizado en la
gastritis y Ulcera gatrica), jarabe de ambay (utilizado para tratar la tos y el catarro) y
gotas de carqueja (utilizado como hepatoprotector) autorizados por la ANMAT.
Actualmente se distribuyen gratuitamente en los centros de Atencién Primaria de
Salud de la provincia de Misiones para que los médicos los receten a los pacientes.
1.2.1. Elementos medicinales de las plantas

Las células vegetales realizan procesos metabdlicos vinculados en forma directa con
el crecimiento y desarrollo de las plantas y resultan comunes en todo el reino
vegetal. Los productos metabdlicos de estos procesos se denominan metabolitos
primarios. Entre estos se encuentran las proteinas, lipidos y carbohidratos,
aprovechados en la alimentacién humana.

Adicionalmente existen otros procesos que conducen a la formacion de los
denominados metabolitos secundarios. Presentan una distribucién mas restringida,
siendo frecuentes en una especie vegetal o grupo de especies. No presentan una
funciéon reconocida en los procesos de fotosintesis, respiracidén, transporte de

solutos, diferenciacion o formacién de proteinas, hidratos de carbono vy lipidos.
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Si embargo, cumplen importantes funciones ecoldgicas en las plantas, constituyen
las defensas vegetales y son considerados en la actualidad un producto de la
evolucidn. Es asi como muchos de ellos inhiben el desarrollo de bacterias, hongos,
insectos y nematodos mejorando el crecimiento y la consistencia de la planta.
También incluyen compuestos que pueden reducir la digestibilidad de la planta y la
palatabilidad de los herbivoros.

El estudio de estas sustancias presenta interés por su importancia como drogas
medicinales, antibidticos, insecticidas, venenos, saborizantes, aceites, ceras y otros
materiales utilizados en la industria (Taiz y Zeiger, 2006).

Ademas, la creciente apreciacion de los diversos efectos bioldgicos de los
metabolitos secundarios ha llevado a revalorizar el uso popular de las plantas y
hierbas medicinales como quimio-protectores para prevenir o combatir diversas
enfermedades. Este concepto se desarrollara en el siguiente punto.

1.3. Quimio-proteccion

Numerosos estudios indican que algunos componentes presentes en plantas y
alimentos pueden reducir el riesgo de enfermedades crdnicas incluyendo el cancer.
A este tipo de componentes se les llaman “quimio-protectores”.

La quimio-proteccion contra el cancer implica la utilizacién de productos naturales,
sintéticos o bioldgicos que revierten, suprimen o previenen el desarrollo de tumores
(Kuno y col., 2012).

En los ultimos afios se ha incrementado el interés sobre compuestos reconocidos

como antimutagenos y promotores antitumorales. En relacién a los antimutagenos,
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se ha informado un fuerte efecto antimutagénico en extractos de especies de
hierbas europeas (Natake y col., 1989), en plantas medicinales chinas (Niikawa y
col., 1995), en vegetales y frutas (Morita y col., 1978), en diversos tipos de tés
(Kojima y col., 1989) y sus componentes (Watanabe y col., 1989).

En Japdn, se han realizado pruebas a gran escala con extractos de plantas, que
condujeron a la identificacion de numerosos compuestos protectores (Kada y col.,
1984; Kada, 1984; Kada y col.,1987; Kada y Shimoi, 1987). Wattenberg y col., (1986),
estandarizaron estudios sistematicos de carcinogénesis en roedores que resultaron
en el descubrimiento de los efectos protectores de los constituyentes del género
Brassica (Familia Brassicaceae) y otros vegetales (Wattenberg, 1987). Estos
*compuestos bioactivos* pertenecen a una variedad de diferentes grupos quimicos,
como los polifenoles, pigmentos alisulfilos, glucoinolatos, taninos, antocianinos,
flavonoides, fitoesteroles, proteasas inhibidoras y fitoestrégenos. Muchas de estas
sustancias, ademas de sus propiedades antimutagénicas y anticarcinogenicas
presentan efectos beneficiosos, tales como activadoras del sistema inmune,
protectoras de enfermedades cardiovasculares, entre otras (Middleton vy
Kandaswami, 1993). Muchos tipos de agentes antioxidantes, antiinflamatorios,
antiestrégenos, y antiandrégenos han resultado promisorios en la actividad quimio-
protectora (Martinez-Florez y col., 2002; Bhattacharya, 2011). Un grupo de gran
interés en este aspecto de la quimio-proteccion al cédncer, son los flavonoides,

compuestos generalmente no toxicos que presentan una variedad de actividades
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bioldgicas (anti-alérgicos, anti-inflamatorios, anti-oxidantes, capturadores de
radicales libres, actividad antimutagénica, entre otras) (Kelloff, 1999).

1.4. Fenoles y antioxidantes

Los monofenoles, polifenoles y taninos constituyen uno de los grupos de
fitoquimicos presentes en casi todas las frutas, verduras, hierbas medicinales, asi
como los granos de cereales que contienen cantidades apreciables de fenoles
naturales.

Los tres grupos mds importantes de compuestos fendlicos presentes en la dieta son
los flavonoides, los acidos fendlicos y los polifenoles. Los flavonoides constituyen el
mayor grupo de los fenoles vegetales y los acidos fendlicos forman un grupo diverso
gue incluyen los derivados del acido hidroxibenzoico y del acido hidroxicinamico
(Tabla 1).

Los compuestos fendlicos de las plantas presentan entre sus propiedades las de ser
antioxidantes, ejercer efectos quelantes y modular la actividad de varios sistemas
enzimaticos, de modo que actian mayoritariamente en la dieta como elementos
que promueven la salud ante factores quimicos y fisicos estresantes para el
organismo (Gee y Johnson, 2001).

Los antioxidantes son sustancias que tienen la capacidad de inhibir la oxidacion
causada por los radicales libres en la membrana de las células y proteger a los

diferentes drganos y sistemas.
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Tabla 1. Contenido de fitoquimicos fendlicos en algunos alimentos

Clase/subclase

Fitoquimicos

Contenido en alimentos?

FLAVONOIDES

Flavonoles Quercetina, Kaemferol, Té hojas verdes (30-45 KgPS),
Miricetina té negro infusién (20 mg/L)
Flavonas Apigenina, Luteolina Apio (130 mg/Kg),
olivas (6-29 mg/Kg)
Flavanoles Pera (70-420 mg/Kg),
Catequina, Epicatequina | té hojas verdes (128-226
Kg/PS)
Isoflavonas Granos de soja maduros secos

Genisteina, Daidzeina

(888-2407 mg/Kg), harina de
soja (1036 - 1778 mg/Kg)

ACIDOS FENOLICOS
Hidroxicinamico

Acidos cafeico,
clorogénico, ferulico vy
neoclorogénico

Arandanos (1881-2112
mg/Kg), jugo de manzana (9-
114 mg/L)

Hidroxibenzadicos

Acido elagico y galico

Jugo de uva negra (75 mg/L)

TANINOS Vino tinto (2567 mg/L),
Catequinas, polimeros de | vino blanco (239 mg/L),
Condensados epicatequina jugo de manzana (8-87 mg/L)

®PS = Peso seco. Fuente: King y Young, 1999

Estas sustancias se forman en el reino vegetal a partir de fenilalanina y tirosina,
combinadas con unidades de acetato, son derivados benzo (B) pirenos. La
estructura basica de un polifenol, es un anillo C el cual en C2 se une a un grupo fenil
como sustituyente. Estan formados por dos anillos aromaticos A y B, unidos por un
anillo heterociclico C (Fig. 1). La estructura quimica de los compuestos fendlicos, es

la que les confiere su capacidad para actuar como captadores de radicales libres.
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Fig. 1. Estructura bdsica de un polifenol

El tipo de compuesto, el grado de metoxilacién y el nUmero de grupos hidroxilo son
algunos de los parametros que determinan esta actividad antioxidante.

Un amplio rango de polifenoles vegetales, son actualmente vendidos como
suplementos dietarios o como hierbas medicinales. Las plantas contienen mas de
8000 compuestos conocidos, abarcando desde simples fenoles, como el fenol en si
mismo y una variedad como los taninos etc. De los 8000 polifenoles conocidos,
solamente alrededor de 200 han sido testeados por sus propiedades mutagénicas
(Ferguson, 2001), la mayoria en ensayos bacterianos (Nagao y col., 1981; Czeczot y
col., 1990).

Existe enorme interés en el conocimiento de los polifenoles presentes en las plantas
en particular en aquellos no-nutritivos, que muestran efectos antioxidantes, anti-
inflamatorios, anti-estrogénicos, anti-mutagénicos y anti-carcinogénicos, al menos
en sistemas in vitro o in vivo (Bravo, 1998; Harbone y Williams, 2000).

En los ultimos afios ha cobrado especial interés el estudio de la capacidad
antioxidante de polifenoles, especialmente de aquellos flavonoides, presentes en

diferentes vegetales utilizados en la medicina autéctona.
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Entre estas, las llamadas vulgarmente “carquejas” o “carquejillas” (Género
Baccharis) son tradicionalmente plantas medicinales de mayor utilizacion, no sélo
en nuestro pais sino también en todos los paises de donde es oriunda: Bolivia, sur
de Brasil, Chile, Paraguay, Uruguay y Peru. La “carqueja”, cuyo nombre cientifico es
Baccharis articulata, es una de las especies consideradas de alto consumo, con una
demanda anual 77-127 Kg/afio (Fernandez, 2005) y es objeto de estudio de la
presente Tesis Doctoral.

1.5. Hierba medicinal: Baccharis articulata (Lam.) Persoon “Carqueja”

Baccharis es un amplio género perteneciente a la tribu Astereae, con mas de 400
especies distribuidas en el continente americano. Las especies de este género se
distribuyen mayormente en regiones de temperaturas calidas y tropicales como
Brasil, Argentina, Colombia, Chile y México. En los ultimos afios se ha incrementado
la informacidn sobre la estructura y actividad farmacolégica de estas especies (Abad
y Bermejo, 2007). Baccharis es un género de gran importancia en los productos
naturales utilizados por la medicina popular, folcldrica y alternativa.

La "carqueja" forma parte actualmente de numerosos productos farmacéuticos,
sobre todo como planta con actividad colagoga, colerética, digestiva (de la Sota,
1977; Verdi y col., 2005), antioxidante (Abad y col., 1999; Oliveira y col., 2003),
antiviral y antimicrobiana (Zanon y col., 1999; Feresin y col., 2003; Simionatto y col.,
2008), antiinflamatoria (Gonzales Davalos, 2007), antifungica (Feresin y col., 2003;

Vivot Lupi y col., 2009), antidiabética (Oliveira y col., 2005), antiartritica (Coelho y
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col., 2004), y diurética (Moreira, 1862) bajo la forma de soluciones, extractos,
grageas y/o infusiones.

Las especies del género Baccharis mas utilizadas en Argentina, Uruguay y Brasil son:
B. trimera (Less.) D. C., B. crispa y B. articulata (Lam.) Persoon. Estas plantas se
encuentran monografiadas en la Sexta Edicion de la Farmacopea Nacional Argentina
(1966).

B. articulata asi como otras hierbas (Equisetum giganteum “cola de caballo”, Lippia
turbinata “poleo”) son recolectadas en todo el territorio Argentino en su mayoria
de bolsones silvestres (Lagrotteria y Affolter, 1999; Noher de Halac y col., 1986; de
la Sota, 1977). B. articulata es considerada una planta medicinal (Boelcke, 1981).
Sinénimos: Conyza articulata (Lam.); Molina articulata (Lam.) Lessing; Pingraea
articulata (Lam.) F.H. Hellwig.

Nombres vulgares: “carqueja” o “carquejilla”; en Paraguay es conocida también
con el nombre de jaguareté ka'a (voz en guarani que significa "yerba del leopardo").
B. articulata (Lam.) Persoon, es un arbusto abundante en las zonas templadas de

Uruguay, Brasil, Chile, Argentina y Paraguay.

1.6. Clasificacidn y estructura general de B. articulata
Clasificacion botanica de B. articulata

Reino: Plantae

Divisidon: Fanerogama Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida
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Orden: Aterales

Familia: Asteraceae

Subfamila: Asteroideae

Tribu: Astereae

Género: Baccharis

Especie: B. articulata

Descripcidn botanica

B. articulata (Lam.) Persoon es un arbusto perenne dioico ramoso de 0,5-1,5 m de
altura. Sus tallos provistos de dos alas longitudinales angostas de 0,5-3 mm de
latitud. Las hojas reducidas a bracteas inconspicuas. Con capitulos sésiles, solitarios
o dispuestos en glomérulos de 2-6, a su vez ordenados en un racimo simple o un
racimo de espigas terminal. Capitulos pistilados con involucro acampanado de 4-5 x
4-5 mm; filarios en 34-4 series, obtusos, los exteriores ovados y los interiores
oblongos. Las flores numerosas de apice desigualmente dentado. Capitulos
estaminados con involucro acampanado de 3-4 x 4 mm; filarios semejantes a los
pistilados (Fig 2). Flores numerosas; estilo con ramas separadas N=9. (Boelcke,

1981; Hieronymus, 1882; Giuliano, 2000).

-
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Fig.2. B. articulata: A: Rama florifera femenina Xl; B: Capitulo femenino; C: Flor femenina
X10; D: Aquenio X20; E: Capitulo masculino X5; F: Flor masculina X10; Apice del estilo X20

(Troiani, 1985)

Normalmente las plantas de carqueja crecen en forma espontdnea vy silvestre. Son
recolectadas en campos o a orilla de los caminos. Esto podria llevar a la variacién de
su composicién quimica o a la variacién en su rendimiento, debido a multiples
factores, como son: el lugar de procedencia, la edafologia del terreno, la época de
recoleccidn, las condiciones climaticas del afio, el periodo vegetativo en que se
recolecta, etc.; por lo que este sistema de provision hacia los centros de
procesamiento del material vegetal, se torna a veces poco confiable en calidad,
rendimiento y constancia. Sin embargo sus componentes quimicos base, se repiten

en la mayoria de las revisiones cientificas.
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1.7. Componentes quimicos y propiedades generales de B. articulata (Lam.)
Persoon

Los componentes quimicos principales de B. articulata se presentan en la Tabla 2.
Los principios activos de B. articulata son la cinarina (un compuesto aromatico
responsable del sabor amargo) y el acido clorogénico. La cinarina le confiere una
actividad hipocolesterolemica. Se ha demostrado que aumenta la solubilidad del
colesterol de los depdsitos patoldgicos (ateromatosos) y junto con la cinaropicrina
presenta importante accién carminativa (antiespasmaddica).

Tabla 2. Constituyentes quimicos de B. articulata

B. articulata (Lam.) Persoon

Acidos a y B, Oleanolicos y crisosapdnicos; santonina,
absintina, luteolina, quercetina, acetato de articulina,
Parte aérea genkwanina, acacetina; cicimaritina, salvigenina,
jaceidina,  jaceosidina, lupeol chondrillasterol,

apigenina.

Barticulidiol, bacchotricuneatina A, diester malonato
acetato, a-pineno, cis-cariofileno, y- elemeno, B-
guaieno, 6-caidineno, aroma dendreno.

. Aceite de plantas femeninas: RB-pineno (14,7%),
Flores (aceites .
spatulenol (27,3%) y €-nerolidol (10,1%); para plantas
esenciales) masculinas: spatulenol (30,3%), R-cariofileno (9,5%),
biciclogermacreno (8,9%) y e-nerolidol (8,1%) ( Gianello

y col., 2000) (Zunino y col., 2004)

Terpenos (Zunino 'y col.,, 2004), flavonoides
(hispidulina), sesquiterpenlactonas y diterpenoides
(Bandoni y col., 1972) (Dai y col., 1993) y otros
compuestos fendlicos (Oliveira y col.,, 2003), acidos
Otros Compuestos o ) , .
cafeilquinicos (Czok y col.,1971; Kiso, 1983), acido
cafeico y acido clorogénico e isoclorogénico (Palacios y
col.,1999)
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Se ha informado que estos compuestos son los responsables de aumentar 3,5 veces
el volumen de la bilis secretada, confiriéndole una gran actividad colerética y
colagoga (Cifuente y col., 2010). Evitan el éxtasis vesicular y la accion de la
betaglucuronidasa que desconjuga la bilirrubina directa en insoluble y por lo tanto,
su precipitacion. Gracias a sus flavonoides (particularmente la hispidulina) y acidos
fendlicos posee una gran accién diurética y antiedematosa sin pérdida de iones
potasio. Aumenta la excrecion de urea a nivel renal y normaliza la urogénesis
hepatica.

Analisis fitoquimicos realizados de las partes aéreas del género Baccharis, han
llevado al aislamiento de flavonoides, sesquiterpenos y diterpenoides (Bandoni y
col., 1972; Dai y col., 1993), ademas de la presencia en extractos hidroalcoholicos
de acidos cafeilquinicos, como acido caféico, clorogénico (acido 3-cafeilquinico) e
isoclorogénico (mezcla de tres acidos dicafeilquinicos isoméricos: 3,4; 3,5 y 4,5-
dicafeilharisquinico) (Czok y col., 1971; Kiso y col., 1983; Palacios y col., 1999).

Los estudios han demostrado que el género Baccharis es rico en polifenoles y
considerando la diversidad de especies del género (500 spp.) (Verdiy col., 2005), es
considerado una fuente de hierbas medicinales y aromaticas con componentes
bioactivos, (Julianiy col., 2007).

Sin embargo, toda planta que quiere ser incorporada en el mercado en forma de
drogas o como insumo industrial o agricola, debe evaluarse desde el punto de vista
de su accion téxica o genotodxica para prevenir efectos adversos en la salud humana

o animal.
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Existe un conjunto de ensayos genotdxicos que tienen por objeto obtener
informacién acerca de la actividad téxica de un compuesto y evaluar el probable
riesgo mutagénico y/o cancerigeno con un aceptable grado de confianza.

El documento denominado Genotoxicidad elaborado por la Conferencia
Internacional sobre Armonizacién de los Requisitos Técnicos para el Registro de
Productos Farmacéuticos para Uso Humano en julio de 1997 (OMS) establece una
bateria estdndar o de ensayos de genotoxicidad.Este Comité de Armonizacién
sugiere la realizacion de no menos de tres ensayos, uno in vitro que detecta
mutaciones génicas en bacterias, otro in vitro que detecte alteraciones
cromosomicas en células de mamiferos y otro in vivo que detecte dafio
cromosomico en células hematopoyéticas en roedores.

Por otra parte, otros estudios como son los vinculados a la actividad tdxica asi como
los efectos adversos en el hombre y animales de laboratorio resultan importantes
en la evaluacion de las plantas medicinales. En particular, los referidos a B.
articulata resultan relevantes para evaluar en profundidad sus propiedades
medicinales.

1.8. Actividad toxicoldgica de las especies conocidas como “carquejas”

Desde el punto de vista toxicoldgico, las tres especies de Baccharis conocidas como
“carqueja” han sido estudiadas por varios autores.

Los primeros estudios fueron los ensayos de toxicidad aguda realizados por Rocha
(1943) utilizando B. articulata (Lam.). La administracion oral de 3 g/kg de la infusion

liofilizada en ratones no provocd signos de toxicidad, muerte, ni alteraciones

|
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macroscopicas en los organos estudiados. Posteriormente, los estudios de Alonso
(1998) mostraron la ausencia de efectos adversos y/o téxicos en humanos luego de
varios dias de administrar infusiones de B. crispa Sprengel. Adicionalmente,
Gorzalczany y col. (1999) informaron que Baccharis no producia cambios de
comportamiento ni modificaciones en la conducta de los animales de laboratorio
estudiados.

Por otra parte, los ensayos realizados en roedores con B. trimera (Less.) no
revelaron efectos téxicos (Gamberini y col., 1991; Lapa y col., 1992). Investigadores
de la Universidad de San Pablo (Brasil) llevaron a cabo un estudio a doble ciego de
toxicidad oral (aguda y crénica) en ratas, administrando infusiones en base a 2
gramos de planta en 40 ml. Los resultados observados al finalizar las pruebas no
mostraron sefiales de toxicidad ni cambios en los perfiles hematoldgicos de los
animales estudiados (Pedrazzi y col., 1997).

Lo anterior indica que las especies del género Baccharis no presentan efectos
toxicos y adversos en ensayos de toxicidad en animales. Sin embargo, es de gran
importancia realizar estudios de mutagenicidad que contribuyan a la evaluaciéon
completa tendiente a la utilizacidon de la planta en forma segura y eficaz.

En los ultimos anos, el numero de estudios sobre las propiedades fitoterapeuticas
de diversas plantas se ha incrementado notablemente. Estos incluyen estudios
sobre las actividades mutagénicas y anti-mutagénicas y su correlacion con la
presencia de ciertas sustancias encontradas en la composicién fitoquimica de las

plantas, tales como grupos de flavonoides ( Czeczot y col., 1990; Edenharder y Tang,

|
Lic. Maria de las Nieves Rodriguez Pagina 45



Estudio de la capacidad antimutagénica del extracto acuoso de Baccharis articulata (Lam.) Persoon

1997; Beudot y col., 1998; Fernandez de Sa Ferreira y Ferrad Vargas, 1999), taninos
(Kada y col., 1985; Horn y Ferrad Vargas, 2003) y alcaloides (Campesato y col.,
1997).

Los compuestos fitoquimicos tales como los flavonoides y taninos (presentes en el
género Baccharis) han sido descriptos en la literatura como los causantes de
actividades tanto mutagénicas como antimutagénicas. Esta aparente contradiccion
en las respuestas involucra complejas acciones bioldgicas que pueden ser
dependientes de las dosis, del compuesto empleado, de la estructura y afinidad
guimica y su posible potencial para actuar como inductores o inhibidores de
enzimas o sus metabolitos involucrados en la desactivacidon de mutdgenos.

1.9. Estudios mutagénicos y antimutagénicos del género Baccharis

Los estudios de mutagenicidad con esta planta son escasos. Fachinetto y Tedesco
(2009) evaluaron el potencial efecto citotéxico de infusiones acuosas de B. trimera 'y
B. articulata (15 mg/ml y 75 mg/ml) sobre el ciclo celular de Allium cepa. Los
resultados indicaron que los extractos de estas especies mostraron efecto
antiproliferativo y mutagénico en las concentraciones estudiadas, no observando
diferencias de estos efectos en las etapas de desarrollo de la planta. Estos autores
concluyeron que es posible verificar la presencia de actividad antiproliferativa y
mutagénica en las especies estudiadas, lo que indica que su uso por la poblacion
requiere mas atencion. Sin embargo, recomiendan profundizar los estudios con el
objeto de evaluar con mayor precision los riesgos potenciales de mutagenos

presentes en los extractos acuosos de B. trimera y B. articulata.

-
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Los ensayos genéticos, realizados con la cepa S. typhimurium con prueba de
microsoma, permiten una rapida deteccién de compuestos
mutagénicos/antimutagenos y probablemente, de sustancias cancerigenas, a un
menor costo (Mortelmans y Zeiger, 2000). En este sentido, Borgo y col., (2004)
demostraron los efectos mutagénicos de extractos acuosos de B. articulata (Lam.)
Persoon mediante el Ensayo de Ames en las cepas TA98, TA100 y TA102. Esta
actividad se observé en un rango de concentraciones de 250 a 500 mg/placa del
extracto de B. articulata con el método de incorporacién en placa. Sin embargo, en
presencia de actividad metabdlica del higado de mamiferos fue detectada, una
importante disminucidon del efecto mutagénico, persistiendo sélo la respuesta
mutagénica en la cepa TA98. Los autores concluyen que otros estudios resultan ser
necesarios para confirmar esta propiedad y sus consecuencias en la salud humana.

Por otra parte, existen estudios de antimutagenicidad realizados a partir de las
partes aéreas de especies del género Baccharis (Nakasugi y Komai, 1998). Estos
autores encontraron que el extracto metandlico de la especie B. trimera (Less.)
reduce fuertemente la mutagenicidad del 3-amino-1-metil-5H-pirido [4,3-b]-indol,
en S. typhimurium TA98 en presencia de la fraccion microsomal de higado de rata.
Los antimutdgenos fueron purificados por cromatografia liquida de alta presidon y la
actividad antimutagénica de estos compuestos fue detectada mediante el Ensayo
de Ames. Se identificaron cuatro sustancias activas en el extracto metandlico como
5,4'-dihidroxi-7-metoxiflavona  (genkwanin), 5,4'-dihidroxi-6,7-dimetoxiflavona

(cirsimaritin),  5,7,4'-trihidroxi-6  -metoxiflavona  (hispidulin), y 5,74 '-
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trihidroxiflavona (apigenina). Estas flavonas son importantes sustancias activas en la
carqueja.

Lo anteriormente expuesto resalta la necesidad de realizar nuevos estudios
referidos a la actividad mutagénica y antimutagénica de esta planta asi como
evaluar los posibles compuestos involucrados en las actividades detectadas.

Debido a la complejidad de estos mecanismos resulta de interés incorporar en el
presente trabajo de Tesis Doctoral, una revision de los conceptos de mutagénesis y
antimutagénesis.

1.10. Mutagénesis

La mutagénesis es el proceso por el cual se produce un cambio heredable que
afecta al material genético. Puede producirse espontaneamente o ser inducida por
agentes fisicos o quimicos (como la temperatura, sustancias quimicas, luz
ultravioleta o radiaciones ionizantes) y puede ocurrir en células somaticas o
germinales. Es también importante destacar que determinados tipos de mutaciones
pueden resultar de la interaccidon de agentes con dianas distintas del ADN, como por
ejemplo el huso mitdtico.

Para convertirse en un cambio hereditario la modificacién debe dar lugar a un
cambio en la informacidon genética y ser transmitida a futuras generaciones de
células u organismos. Una vez que una célula ha sufrido un dafio primario en el ADN
puede responder de distintas maneras:

a) La célula puede reparar el dafio y restaurar la molécula de ADN a su estado

original, en cuyo caso no existe mutacién.
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b) La célula puede morir, por ejemplo si la lesion en el ADN impide su replicacion.
En este caso la posibilidad de que la mutacién ocurra queda eliminada.

c) La célula puede ser capaz de reparar el dafio al ADN, pero no a su estado original
o cometer errores en la replicacion del ADN dafado. Estos procesos pueden dar
lugar a alteraciones estables en la secuencia de nucleétidos que pueden ser

transmitidos a las células hijas como mutaciones.

Las consecuencias derivadas de la apariciéon de mutaciones dependen de si las
células afectadas son germinales o somaticas.

La reversion es una de las propiedades de las mutaciones. Si la secuencia ha sido
cambiada a una secuencia diferente, en algunos casos ese cambio puede volver a la
secuencia original a través de una mutacidon subsecuente. Los organismos que
revierten una mutacion, son llamados revertantes. Los rangos de reversion
representan, de esta manera, el grado en que la secuencia de ADN estd mutada y
regresa a su tipo salvaje. Son cambios en la secuencia de nucleétidos en uno o unos
pocos segmentos codificadores de un gen. Pueden ocurrir por sustituciéon de pares
de bases (sustitucidon de una base por otra) o por la adicidn o delecién de una o mas
bases alterando la secuencia de bases y por lo tanto cambiando el marco de lectura.
Mutaciones puntuales o génicas

Se describirdn con detalle las mutaciones dado que serdn herramientas de
aplicacion en el presente trabajo de Tesis Doctoral. La Tabla 3 muestra diversos
tipos de mutaciones génicas reconocidas.

Mutacion de corrimiento de marco de lectura
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El mayor porcentaje de las mutaciones espontdneas son las mutaciones de
corrimiento de marco de lectura. Esta mutacién ocurre cuando un par de bases o
algunos pares de bases son removidos o adicionados al ADN, causando un
corrimiento en la traduccién de los genes restantes. Esto ocurre porque el cédigo
genético consta de un triplete de bases, y cualquier adicion o sustraccién que no sea
multiplo de 3, causard un corrimiento en el marco de lectura. Las mutaciones de
corrimiento casi siempre inactivan la proteina, porque cada aminodacido de la
proteina donde se produce la mutacidn estard equivocado.

Las mutaciones de corrimiento de marco de lectura, tienen la propiedad de revertir,
si un par de bases estd ausente, entonces una base puede ser insertada para
restaurar y corregir la lectura correcta y viceversa. Mas frecuentemente las
mutaciones de corrimiento cuando no revierten, son suprimidas por la adiciéon o
sustraccion de un par de bases cercanas al sitio original de la mutacidén, que
restaura la lectura correcta (corrimiento de lectura por supresién).

Los mutdgenos con estas propiedades son llamados de corrimiento de marco de
lectura a causa de una lectura errada de ARN mensajero sintetizado de la cadena
molde alterada del ADN.

Mutacidn de Intercambio de pares de bases

Diferentes mutaciones tendran diferentes consecuencias en la funcién de una
proteina. El intercambio de un par de bases puede ser el resultado de un error en la
replicaciéon, recombinacién o durante la reparacidén. Las sustituciones ocurren

cuando una base es remplazada por otra (transiciones y transversiones). Las
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mutaciones de intercambio de bases, pueden también revertir. Si un par de bases
ha sido cambiado por un par diferente, puede la misma volver a su estado normal a
través de una mutacion subsecuente.

1.11. Mecanismos de reparacion

La continuidad de las especies de una generacién a otra es un atributo de una de
sus caracteristicas bidgicas mas importantes, su plasticidad. Si el ADN no fuera
estable y su replicacion tan fidedigna, no existiria evolucidn biolégica. Los errores
gue suceden durante la replicacién, no son sélo atributo del ADN. Muchos factores
ambientales pueden dafiar esta molécula. Los dafios quimicos pueden ser muy
deletéreos para la célula si su ADN no esta capacitado para replicar por encima del
dafio, y asi no podrd multiplicarse. En el caso de ser capaz de replicarse por encima
del dafio, causara mutaciones, muchas de las cuales serdn deletéreas y otras letales
(Snyder y Champness, 2007).

La célula tiene mecanismos de reparacion para el dafio que ocurre sobre el material
genético. No todos los mecanismos de reparacion en la célula son especificos y
algunos sistemas reparan diferentes tipos de dafio.

Existen dos sistemas de reparacion involucrados directamente en las caracteristicas
genotipicas de las cepas de Salmonella typhimurium utilizadas para la deteccién de
mutagénesis. Algunas de estas cepas son deficientes en el sistema de reparacion
por escision (uvrB’) y poseen el sistema de reparacion con error SOS (responsable
de la mutagénesis) exacerbado, ya que se encuentra en doble dosis, en el gendforo

bacteriano asi como en los plasmidos pKM101 y pAQ1 (plasmidos multicopia).
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Tabla 3. Tipos de mutaciones génicas

En el ADN Resultados en el ADN
Transiciones Pu—>Pu o Pi=>Pi

Sustitucion de bases

Transversiones | Pu—>Pi o Pi->Pu

Desaminaciéon de bases o quitar un | Citosina es particularmente susceptible
grupo amino Citosina—>Uracilo

Formas reactivas del oxigeno, tales
Oxidacién de las bases como perdxido vy radicales libres
reaccionan con las bases y las alteran

Produce mutaciones de corrimiento de
Inserciones o deleciones de marco de lectura
nucledtidos

Es la repeticidon de un segmento de ADN
Duplicaciones del interior de un gen

Se produce la rotura del enlace
Depurinizacion glucosidico entre la base nitrogenada y
el azucar, formando sitios apurinicos

Un segmento de ADN del interior de un

Inversiones gen se invierte
Un segmento de un gen cambia de
Transposiciones posicion para estar en otro lugar
distinto del mismo gen o en otro lugar
del genoma

Fuente: Snyder y Champness, 2007

Sistema de reparacion por escisidon de nucleétidos

Debido a que el mecanismo de reparacién por escision de nucleétidos, es una linea
de defensa muy importante ante determinados tipos de agentes que producen
dafio al ADN, incluyendo la irradiacién UV, las mutaciones en estos genes

determinan que las células sean mucho mas sensibles a éstos agentes. Los mutantes
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defectivos en este sistema de reparacion mueren a bajas dosis de irradiacién con
mayor frecuencia que el tipo salvaje (Tabla 4) (Snyder y Champness, 2007).

El andlisis gendmico comparativo ha encontrado que estos genes son ortélogos en
todas las especies de eubacterias, asi como algunos miembros de Archea. Los
productos de los genes uvrA, uvrB y uvrC, sélo estan involucrados en el sistema de
reparacion por escision, mientras que otros incluyendo los genes polA y uvrD, son
requeridos por otros sistemas de reparacion.

Los genes del sistema de reparacién por escision (uvrA, uvrB y uvrD), estdn casi
siempre expresados en pequenas cantidades y se expresan en grandes cantidades
después de que el ADN estd dafiado. Este es un mecanismo de supervivencia que
asegura que las proteinas de reparacion sean expresadas cuando son necesarias.
Debido a que este es un sistema inducible por la presencia de dafio en el ADN, los
genes uvr, llamados genes din (“dafo inducible”) incluyen recF, recA, umucC, y
umuD y muchos genes din, uvrA, uvrB, y uvrD, que forman parte del regulén SOS.

La mutacién uvrB, determina el desenlace y la expresion de los genes involucrados
en el sistema de reparacion propenso al error (SOS), responsable de la mutagénesis.
Debemos destacar que en las células bacterianas de S. typhimurium, ambos
sistemas (reparacién por escision y SOS) se encuentran en doble copia o multicopia
(genoma bacteriano y en el plasmido). Esto genera una mayor sensibilidad al

desencadenamiento de la mutagénesis
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Tabla 4. Genes involucrados en UvrABC, endonucleasas del sistema de reparacién

por escision

Gen Funcion del producto del gen

uvrA Proteina de unién con el ADN

uvrB Forma un complejo con el ADN; ruptura en el extremo 3 de la lesién
uvrC Se une al complejo UvrB-ADN; ruptura en el extremo 5 de la lesién
uvrD Helicasa Il: ayuda a remover el dafio conteniendo oligonucledtidos
poIA Pol I: rellena sdlo el hueco de la hebra simple

lig Ligasa: sella la ruptura en la hebra simple

Fuente: Snyder y Champness, 2007

Sistema de reparacion propenso al error SOS

El dafio sobre el ADN conduce a la induccién de genes cuyos productos son
requeridos para la reparacién del ADN. Hay una clase de genes que se inducen
luego de producido un dano en el ADN, denominados genes din, que incluye los
genes que codifican productos que forman parte del sistema de reparacién por
escision de nucledtidos y el de recombinacién. Los productos de otros genes din
ayudan a la célula a sobrevivir al dafio de otra forma.

Muchos genes din son regulados por la respuesta SOS, llamada asi, porque este
mecanismo rescata las células que han sufrido un dafio severo en el ADN y los genes

bajo este tipo de reparacion son llamados genes SOS.
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Las cepas de S. typhimurium utilizadas en el Ensayo de Ames nos permiten inferir
cual seria el probable mecanismo de accién involucrado, asi como que tipo de
mutacion fue producido por alglin agente estudiado.

El ensayo de Salmonella (deteccién de mutagénesis) ha sido utilizado como guia del
potencial mutagénico de una variedad de compuestos tanto de aquellos que estdn
en la naturaleza, asi como los artificialmente introducidos al ambiente. Debido a
que serd utilizado en el presente trabajo de Tesis, los fundamentos del método se
describen a continuacién.

1.12. Ensayo de Ames.

1.12.1. Salmonella ensayo microsomal: un “ensayo de reversion”

Las bacterias son organismos cuya genética puede ser facilmente manipulada lo
cual permitio el disefio de muchos modelos para el entendimiento de los procesos
de la vida (Snyder y Champness, 2007). Por ello, es posible detectar mutagenos
empleando una serie de bacterias especialmente disefiadas.

El Ensayo de Ames es utilizado ampliamente en el mundo como una evaluacién
primaria del potencial mutagénico de sustancias quimicas y drogas en general. Para
luego completar las pruebas en lineas celulares y en animales de laboratorio.
Cuando un compuesto o cualquier sustancia es considerada mutagénica, existe una
alta posibilidad de prediccién de carcinogénesis (Zeiger y col., 1990). Sin embargo,
los estudios empleando modelos animales son relativamente costosos y consumen
mucho mas tiempo. Muchas sustancias quimicas carcinogénicas causan dafio en el

ADN, y son mutagénicas para los sistemas bacterianos, asi como también para
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humanos. Por lo tanto, los sistemas bacterianos pueden ser utilizados como
pruebas iniciales para determinar si ciertos quimicos podrian ser potencialmente
carcinogénicos.

Los sistemas bacterianos presentan ventajas practicas y tedricas en la deteccién de
mutagenos como ser: genoma pequefio (cerca de 4x10° pares de bases), gran
ndmero de organismos expuestos (cerca de 10° /placa) y la seleccion positiva de los
organismos mutados.

Existen directivas de organismos internacionales, e.g., Organization for Economic
Cooperation and Development (OECD), The International Commissions on
Harmonization (ICH), tendientes a la armonizacién del Ensayo de Ames y de esta
forma asegurar la uniformidad de los procedimientos a nivel mundial.

1.12.2. Lineamientos generales del Ensayo de Ames

El Ensayo de Ames, también llamado ensayo Salmonella/microsomal, ensayo de
reversion de la mutacion (Salmonella/microsomal assay, (reversidn mutagenic
assay), fue desarrollado por el Dr. Bruce Ames y sus colaboradores (Ames y col.,
1973; Snyder y Champness, 2007). Es un sencillo ensayo bacteriano utilizado en la
deteccion de mutdgenos quimicos. Es un ensayo de genotoxicidad in vitro tendiente
a cuantificar el dafio ocasionado al material genético. La prueba utiliza cepas de S.
typhimurium construidas por ingenieria genética, capaces de detectar mutaciones
génicas por corrimiento de marco de lectura o por sustitucién de pares de bases del
ADN. Para la deteccién de sustancias promutagénicas, se incluye en el ensayo la

fraccién microsomal de higado de rata, un sistema de activacién metabdlica, que
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permite la evaluacion de metabolitos de la muestra problema, ya que el sistema
bacteriano no lo posee.

En la Tabla 5 se resumen las caracteristicas fenotipicas y genotipicas de las cepas de
S. typhimurium empleadas en el Ensayo de Ames. Estas cepas poseen una mutacion
en el gen que codifica para el aminodcido histidina (his’) y como consecuencia no les
permite crecer a las células en ausencia de este aminoacido (bacterias mutantes de
requerimiento, auxoétrofas: incapaces de crecer en medio minimo). Nuevas
mutaciones en el sitio o cercanas a estos genes mutados pueden restaurar la
funcién de los genes y asi permitir que las células crezcan como el tipo salvaje
(reversién espontdnea o reversién inducida).

Ademas de ésta mutacién, se pueden adicionar otras mutaciones que incrementan
la deteccion de mutagenos y las convierten en bacterias muy sensibles para la
deteccion de mutagénesis. Existen cepas de S. typhimurium que llevan mutaciones
en el gen rfa, genes responsables de la sintesis de lipopolisacaridos (LPS),
convirtiendo la pared celular de la bacteria mas permeable a compuestos de gran
tamafio molecular. Ademas se puede incorporar una delecion en el sistema de
reparacion por escision uvrB, (uvrB’), incrementando aun mas la sensibilidad para la
deteccion del proceso de mutagénesis. El gen mutado uvrB™ elimina el sistema de
reparacion por escision, de esta manera hay mas lesiones en el ADN y se
incrementa la sensibilidad y deteccion por parte del sistema SOS, reparacion

propensa al error. A su vez, esta mutacidn se extiende a un bio-gen (bio’) que no
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revierte, de manera que esta bacteria requiere D-biotina para crecer. Algunas cepas
llevan un Factor R, pKM101 (plasmido resistente a la ampicilina).

El plasmido pKM101 de S. typhimurium incrementa quimica y espontaneamente la
mutagénesis aumentando el sistema de reparacion con error, que se encuentra
normalmente en este organismo (Mc Canny col., 1975; Walker y Dobson, 1979).

La resistencia al antibidtico ampicilina sirve como marcador para detectar la
presencia del plasmido.

El plasmido, ademas, lleva los genes mucAB homologos de los genes umuAD, del
gendforo bacteriano asociados a la respuesta de reparacion con error SOS.

La cepa TA102, ademas del plasmido pKM101, tiene un pldsmido multicopia pAQ1 y
una insercion de la mutacion hisG428, amplificando asi los sitos “blanco” que
incrementan la capacidad de la cepa de detectar agentes de intercambio por
entrecruzamiento en el ADN (Mortelmans y Stocker, 1997).

El nimero de colonias de las cepas testigo de S. typhimurium con capacidad
independiente de la histidina son determinadas en experimentos de mutagénesis y
se expresan como numero de revertantes espontdneas por placa. Las colonias
revertantes son visibles claramente, con un fondo uniforme con bacterias
auxotrofas. Cada cepa testigo revierte espontdneamente con una frecuencia que es
caracteristica para cada cepa (Tabla 5). Las células bacterianas cuando son
inducidas por diferentes agentes (e.g., quimicos, radiaciones, farmacos, aceites,
alimentos, aire), pueden indicar la presencia de un efecto mutagénico, cuando

aumenta el nimero de revertantes por encima de la reversidn espontanea.

-
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El ensayo se realiza con controles positivos utilizando mutdgenos de accion
conocida. Se considera que una sustancia es mutagénica cuando duplica el nimero

de la reversion espontanea correspondiente a las cepas testigo seleccionada para la

prueba (Marony Ames, 1983).

Tabla 5. Genotipos y fenotipos de las cepas S. typhimurium

Cepa Mutacién | Mutacién | °LPS ‘Plasmido Reversién
2AuvrB-bio | defectuoso Espontanea
TA1535 uvrB’ rfa Sin plasmido 5-20
hisG46

TA100 uvrB rfa pKM101 120-200

TA1538 uvrB’ rfa Sin plasmido 5-20
hisD3052

TA98 uvrB’ rfa pKM101 30-50

TA1537 | hisC3076 uvrB’ rfa Sin plasmido 5-20

TA97 hisD6610 uvrB’ rfa pKM101 100-200

TA97a uvrB’ rfa pKM101 90-180

TA104 uvrB’ rfa Sin plasmido 300-400
hisG428

TA102 uvrB* rfa pkKM101, 240-320

pAQ1

d/AuvrB Una delecidn a través del gen uvrB-bio, en todas las cepas excepto en la cepa
TA102, °LPS: mutacién de la barrera de lipopolisacaridos de la membrana celular
bacteriana, “Plasmido: pkKM101, pAQ1, dreversion espontanea/placa

Activacion metabdlica (fraccion microsomal S9)

Numerosos productos quimicos necesitan ser modificados in vivo para que
alguno(s) de sus derivados tenga(n) actividad mutagénica. Esta es la principal
limitacién de cualquier sistema bacteriano de deteccion de mutagenos, ya que el
sistema bacteriano no reproduce la metabolizacién llevada a cabo por un organismo
eucariota superior, que puede activar o desactivar, una sustancia determinada. Se
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conoce el hecho que carcindgenos in vivo como la aflatoxina B1 o el benzo (a)
pireno, sélo arrojan resultados positivos en el ensayo de mutagenicidad de S.
typhimurium cuando son activados por la fraccién microsomal S9, activacidon que
simula la accion metabolizadora de un higado de mamiferos, ya que el sistema
bacteriano carece de estas enzimas. La fraccibn microsomal S9 es un
homogeneizado, generalmente, de higado o rifién de rata y estas enzimas
microsdmicas contenidas en la fraccién pos-microsomal S9 (conjunto de vesiculas,
tubulos y granulos relacionados con el reticulo endoplasmatico granular y el aparato
de Golgi) cuya actividad es dependiente de NADPH, NADP y glucosa -6-fosfato
(Mortelmans y Zeiger, 2000).

De Flora (1978) reporta evidencias in vitro indicando que algunos compuestos que
son mutagénicos per se en S. typhimurium pueden parcialmente o totalmente ser
desactivados en presencia del homogeneizado de higado. Este concepto, es de
fundamental importancia y deberd ser tenido en cuenta en el andlisis de los
resultados para evitar falsos negativos. Algunos carcinogénicos quimicos, como son
las aminas aromaticas o hidrocarburos aromaticos policiclicos son biolégicamente
inactivos, sin embargo, se activan por metabolizacion a su forma activa (pro-
mutagenos). En humanos el sistema oxidativo citocromo P450 estda presente
fundamentalmente en células de higado, pulmdn vy rifidén y es capaz de metabolizar
a un numero grande de sustancias quimicas a su forma electrofilica, volviéndolos

reactivos al ADN.
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Algunos de los metabolitos intermedios son potentes mutdgenos en el ensayo de
Ames. Debido a que el sistema bacteriano no posee la capacidad metabdlica del
mamifero, es que el ensayo utiliza un sistema exdgeno de activacién metabolica
(fraccion microsomal S9), de manera que es agregado junto con los quimicos a
ensayar y la bacteria (Mortelmans y Zeiger, 2000; Maron y Ames, 1983). Por este
motivo es extremadamente indispensable realizar todos los ensayos, con y sin
activacion metabodlica.

1.13. Secuencias “blanco” de ADN de las cepas de S. typhimurium

La mutacion hisG46, marcador en la cepa TA1535 y TA100 testigo S. typhimurium,
resulta de la sustituciéon de leucina (GAG/CTC) por prolina (GGG/CCC). Esta
mutacion es revertida al estado salvaje por mutagenos que causan sustitucion de
pares de base, mutaciones principalmente de los pares GC. La mutacién hisD3052
llevadas por las cepas TA1535 y TA98 es una mutacidén -1 de corrimiento de marco
lectura, que afecta la lectura en cercanias de la secuencia repetida C-G-C-G C-G-C-G.
La reversion de la mutacién hisD3052 al tipo salvaje es inducida por varios
mutdgenos como el 2-Nitrofluoreno (mutageno de corrimientos de marco de
lectura) y varios compuestos nitrosos aromaticos derivados de amino-carcinégenos.
La cepa TA1537, que lleva la mutacién hisD3076 tiene una mutacion +1 corrimiento
de marco de lectura préximo al sitio de secuencias repetidas —C-C-C- y revierten al
estado salvaje por mutaciones de corrimiento de marco de lectura, que no es
facilmente detectado por el marcador hisD3052, como es la 9-aminoacridina (Ames

y col., 1973). La mutacién hisD6610 en la cepa TA97 también lleva una mutacién
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(citosina) de tipo +1 corrimiento de marco de lectura resultando en un corrimiento
de 6 citosina (—C-C-C-C-C-C-). Esta cepa parece ser mas sensible para algunos
mutagenos que aquellos que revierten la cepa TA1535 y TA98 (Levin y col., 1982).
Los sitios “blanco” del ADN, para la descripcidn anterior, solo contiene el par de
bases GC. En contraste, existen las cepas TA102 y TA104 que fueron desarrolladas
para contener pares de base AT en el sitio mutado hisG428 (Mortelman y Zeiger,
2000). La mutacion se encuentra en el plasmido multi-copia pAQ1 en la cepa TA102
y en el cromosoma bacteriano en la cepa TA104. El pldsmido le confiere resistencia
a la tetraciclina, con el fin de ser un marcador de la presencia del plasmido. La
mutacion hisG428 es una mutacién “ocre”, TAA en el gen hisG, que puede ser
revertido por seis cambios de pares de base posibles, transiciones y transversiones.
Estas mutaciones también revierten por mutdgenos que causan dafo oxidativo. En
la cepa TA102, el sistema de reparacion detecta agentes como la bleomicina y la
mitomicina que producen entrecruzamiento (Levin y col.,, 1982; Sanabruch y
Walker, 1980; Walker y Dobson, 1979).

1.14. Antimutagénesis

Antimutagénesis es el evento que conduce a contrarrestar o eliminar los dafios
mutagénicos provocados por componentes de diversos origenes presentes en el
ambiente, que constituyen un factor de riesgo para el material genético y los
pueden conducir finalmente a un proceso neoplasico (Kada, 1984 ).

El término “Antimutagénesis” fue utilizado inicialmente por Novik y Szilard en el afio

1951 cuando descubrieron que la presencia de nucleétidos normales de purina en
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un medio de crecimiento reducia significativamente la frecuencia de mutaciones de
resistencia a fagos en la poblacién bacteriana (Novick y Szilard, 1951, 1952).

Kada en el afio 1984 postulé que la antimutagénesis es el proceso mediante el cual
se reduce la frecuencia de mutaciones espontaneas o inducidas. Tomando en
cuenta este concepto, la accidon antimutagénica de un compuesto queda definida
como la caracteristica o accién de esta sustancia para disminuir o evitar el dafio al
ADN celular (Kada, 1984).

Los antimutdgenos pueden ser agrupados en dos grandes categorias: a) los agentes
bloqueadores, que impiden que los carcindgenos alcancen o reaccionen con los
sitios diana y b) los agentes supresores, que previenen la evolucion de los procesos
neopldsicos (Wattenberg, 1981).

De Flora en 1997, planted que los agentes bloqueadores son inhibidores de la
iniciacion de la tumorigénesis, mientras que los agentes supresores pueden ser
identificados como inhibidores de la promocion/ progresion de dicho proceso.

En el afio 1987, Kada y sus colaboradores clasificaron a los antimutdgenos en dos
categorias a) desmutagenos y b) bio-antimutagenos (Fig. 3 y 4), clasificacién usada
actualmente (Kada y col., 1987).

El término desmutdgeno se refiere a aquellos agentes que actian en forma directa
con el mutageno, modificandolo, ya sea en su estructura quimica o bioquimica,
trayendo consigo reacciones de metabolizacién dentro del organismo antes que el
mismo alcance la molécula blanco (Fig. 3). Otros desmutdgenos inhiben la accién

del sistema enzimatico P450 involucrado en la activacién de mutdgenos.
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Los bio-antimutdgenos (Fig. 4) incrementan la fidelidad en la replicacion,
promueven la reparacién del dafio sobre el ADN y estdn involucrados en la
estimulacion de la reparacion libre de errores y en la inhibicion del sistema de
reparacion con error SOS (Wall y col., 1988). Son agentes bioldgicamente activos
que interfieren con las funciones celulares que determinan los procesos de
mutagénesis o reparaciéon del ADN, esto lleva a una disminucion de la frecuencia de
las mutaciones tanto inducidas como espontdneas.

El empleo de los métodos microbianos hacen posible distinguir antimutdgenos

(agentes que trabajan in vitro sobre los mutagenos).

Desmutégenos
Agente mutagénico

Célula normal

Fig. 2. Esquema representativo de la posible accién protectora de los desmutagenos

En los mamiferos, es bastante dificultoso saber si un agente ha suprimido la
mutagénesis, modificando un mutageno antes de interactuar con el ADN celular o
interfiriendo con algun aspecto del metabolismo celular.

Para evaluar la actividad antimutagénica, el Ensayo de Ames nos permite cuantificar
el efecto quimio-protector de diferentes sustancias cuyos compuestos son capaces

de impedir o bloquear la mutagénesis.
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Bio-antimutageno

utdgeno

Fig. 3. Esquema representativo de la posible de accidn de los bio-antimutdgenos sobre el

ADN.

La evaluacion se hace mediante la presencia de testigos o controles positivos, pro-
mutdgenos o mutdgenos de accion conocida.

Esto hace que el sistema bacteriano capaz de revertir la mutacion del gen histidina
(his’), inducido por un mutageno o promutdgeno, quede bloqueado por algln
mecanismo en la célula.

La mayoria de los estudios vinculados a las propiedades antimutagénicas, quimio-
preventivas y anti-carcinogénicas, asi como estudios epidemioldgicos realizados en
humanos, han sido focalizados en los tés negro y verde (Yamada y Tomita,1994).
Han sido ampliamente estudiadas la propiedades anti-cancerigena de los tés, asi
como la potencialidad de los polifenoles en los tés negro y verde y su capacidad en
la inhibicién de tumores (Hirose y col., 1993).

Escasa es la informacién bibliografica internacional referida al efecto
antimutagénico de B. articulata, planta objeto de estudio de la presente Tesis
Doctoral. Como se mencioné anteriormente, el efecto antimutagénico del extracto

metandlico de B. trimera (Less.) ha sido informado empleando el Ensayo de Ames .
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Los autores concluyen que a pesar de no haber determinado cual de las cuatro
flavonas aisladas en el extracto metandlico resultaron ser desmutdgenos o
bioantimutagenos, se sospecha que son desmutagenos debido a que una de ellas,
luteolina, fue informada como fuerte desmutdgeno frente al mutageno Trp-P-2 y no
bioantimutageno (Nakasugi y Komai, 1998) .

Por todo lo expuesto, resulta relevante estudiar el efecto antimutagenico y esbozar
posibles mecanismos de accién antimutagénica de B. articulata empleando el
Ensayo de Ames.

Se plantea la siguiente hipoétesis de trabajo.

|
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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2.1. Hipotesis

El extracto acuoso de B. articulata (Lam.) Persoon, planta medicinal popular
(Boelcke, 1981) empleada en Argentina predominantemente como infusidn,
presenta actividad antimutagénica y esta capacidad estd relacionada con sus
propiedades antioxidantes.

2.2. Objetivo General

Evaluar la actividad antimutagénica del extracto acuoso de B. articulata (Lam.)
Persoon mediante el Ensayo de Ames y analizar los componentes del extracto
acuoso con actividad antioxidante.

2.3. Objetivos Especificos

Estudiar la composicion de polifenoles presentes en el extracto acuoso de B.

articulata (Lam.) Persoon por cromatografia liquida de fase inversa RP-HPLC.

Evaluar la actividad antioxidante del extracto acuoso de B. articulata (Lam.) Persoon
y de uno de sus compuestos mayoritarios (acido clorogénico) mediante el ensayo de

inhibicion del radical DPPH*.

Evaluar el efecto téxico del extracto acuoso de B. articulata (Lam.) Persoon y del
acido clorogénico, utilizando dos variantes del Ensayo de Ames (incorporacion en
placa y pre incubacién) frente a las cepas de S. typhimurium TA100 y TA98 con y sin

agregado de fraccién microsomal.
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Evaluar el efecto mutagénico inducido por el extracto acuoso de B. articulata (Lam.)
Persoon y por el acido clorogénico utilizando dos variantes del ensayo de
mutagénesis de S. typhimurium (incorporacién en placa y pre incubacién) frente a

las cepas TA100 y TA98 con y sin agregado de fraccién microsomal.

Evaluar el efecto antimutagénico del extracto acuoso de B. articulata (Lam.)
Persoon utilizando dos variantes del Ensayo de Ames (incorporacion en placa y pre-
incubacion) y del 4cido clorogénico (método de pre-incubacion), frente a las cepas
TA100 y TA98 con y sin activacion metabdlica empleando mutagenos de accién

conocida.

Comparar los efectos antimutagénicos del extracto acuoso de B. articulata (Lam.)

Persoon y del acido clorogénico.

Proponer posibles mecanismos de accidn antimutagénica de B. articulata (Lam.)

Persoon.
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3. MATERIALES Y METODOS
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3.1. Sustancias Quimicas

Los reactivos y drogas utilizadas en los ensayos generales fueron: 2-nitrofluoreno
(2-NF, CAS N2 607-57-8), 2-aminofluoreno (2AF, CAS N2 153-78-6), azida sodica
(AZS, CAS N2 26628-22-8), dimetil sulfoxido (DMSO, CAS N2 67-68-5), 2, 2-Difenil-2-
picril hidrazilo (DPPH, CAS N2 1898-66-4), quercetina (CAS N2 117-39-9.100), rutina
(CAS N2 7621-88-7), acido clorogénico (CAS N2 327-97-9.100), kaempferol (CAS N2
520-18-3) y acido cafeico (CAS N2 331-39-5) adquiridos de Biochemicals (California).
Metanol (CAS N2 67-56-1) y acido férmico (CAS N2 64-18-6") fueron adquiridos de la
firma Mallinckrodt (Paris, KY, EEUU).

Los reactivos para el desarrollo del Ensayo de Ames fueron: Nutrient Broth Oxoid
N22 (NB N22, CM0067), adquirido en la empresa Hamshire, (Inglaterra).

Agar bacteriolégico tipo A (CAS N2 9002-18-0), proveniente de Merck KgaA,
(Darmstadt, Alemania). Ampicilina (CAS N2 69-53-4), tetraciclina (60-54-8) D-biotina
(CAS N9 58-85-5), L- histidina-HCI (CAS N2 71-00-1) y cristal violeta (CAS N2 548-62-
9) fueron provistos por Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EEUU). D- Glucosa (CAS N2 50-
99-7), cloruro de sodio (CAS N2 7647-14-51%), sulfato de magnesio heptahidratado
(CAS N2 10034-99-8) y acido citrico (CAS N2 77-92-91) fueron provistos por Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, EEUU). Fosfato de potasio dibasico anhidro (CAS N2 7758-11-
4) y fosfato de amonio sodico tetrahidratado (CAS N@ 7783-13-3) fueron adquiridos
en la empresa Merck KGaA (Darmstadt, Alemania). Cloruro de magnesio (CAS N9
7791-18-6), cloruro de potasio (CAS N2 7447-40-7), glucosa-6-fosfato (CAS N2 56-73-

5), B-nicotinamida adenina dinucledtido fosfato (CAS N° 24292-60-2), fosfato de
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sodio dihidrogenado (CAS N210049-21-5) y fosfato de sodio dibasico (CAS N° 7632-
05-5), fueron adquiridos en Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EEUU).

La fraccidon microsomal S9 fue adquirida a la empresa Moltox Molecular Toxicology
Inc. (Booen, NC, EEUU).

3.2. Soluciones y Medios de cultivo

Solucidn L-histidina HCI - D-biotina (0,5 mM — 0,5 mM)

Solucién Vogel Bonner (50X): solucion acuosa de sulfato de magnesio
heptahidratado 10 g/L, acido citrico 100 g/L, fosfato de potasio dibasico anhidro
500 g/L, fosfato de amonio sédico tetrahidratado 175 g/L

Buffer fosfato 0,2 M

Solucidn fisioldgica: Cloruro de sodio 7 g/L

Solucidn de L-histidina HCI 2 g/L

Solucién de D-biotina 0,5 mM

Solucién de ampicilina 0,02 N

Solucidn de tetraciclina 0,02 N

Los medios de cultivo fueron:

Caldo Nutritivo: Nutrient Broth N° 2 25 g/L

Medio Minimo: D-glucosa 20 g/L, agar bacteriolégico Tipo A 15 g/L, Vogel Bonner
(50X) 20 ml/L

Medio permisivo: D-glucosa 20 g/L, agar bacterioldgico tipo A 15 g/L, Vogel Bonner
(50X) 20 ml/L, solucién de L-histidina HCl 2 x 10 g/L, solucién de D-biotina 7,32 x

10 g/Ly solucién de ampicilina 2,5 x 107 g/L
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Agar blando: agar bacterioldgico tipo A 6 g/L, cloruro de sodio 5 g/L

Preparacion de mezcla S9 para los ensayos con activacion metabdlica

Para los ensayos con activacién metabdlica se prepard una solucién mezcla de:
solucién salina de cloruro de magnesio - cloruro de potasio (1,63 g/L - 2,46 g/L ),
glucosa-6-fosfato 1,41 g/L, adenina dinucledtido fosfato 3,06 g/L, buffer fosfato 0,1
M (pH=7). A esta solucién se le incorporaron 40 ml/L del extracto microsémico de
higado de rata (S9).

3.3. Material utilizado: hierba medicinal B. articulata (Lam.) Persoon

El material utilizado consistié en hojas y troncos secos de B. articulata (Lam.)
Persoon. Las muestras comerciales [1000 g (Fig. 5)] fueron adquiridas en una
farmacia homeopadtica de la ciudad de la Plata (Prov. Buenos Aires, Argentina). Este
material provenia de Villa Dolores, Prov. Cérdoba, Argentina, siendo la empresa
distribuidora “Herbores” (Capital Federal, Pcia. Buenos Aires, Argentina)

El material fue identificado por la Dra. Etile Spegazzini del Laboratorio de Farmaco
Botanica de la Facultad de Ciencias Exactas, Universidad Nacional de la Plata
(UNLP). Espécimen depositado (N2 1107, 0906) en el herbario del Museo de
Farmacognosia “Carlos Spegazzini”, Facultad de Ciencias Exactas, UNLP, Buenos

Aires, Argentina.
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Fig. 4. Bolsas con hojas y troncos secos de B. articulata (1000 g)

3.4. Método utilizado para la obtencidn del extracto acuoso de B. articulata (EAB)
Para la preparacién del EAB se procedidé a pesar 30 g del material (hojas y troncos
secos) y se llevd a volumen con 100 ml de agua destilada estéril caliente (852C),
simulando una infusidn teiforme. La infusion se mezcld vy triturd para
homogeneizarlo con una procesadora hogarefia a temperatura ambiente. La mezcla
preparada se tamizd con un colador grueso y luego se filtré con papel (® 90 mm,
Whatman, Merck KGaA (Darmstadt, Alemania). El filtrado se centrifugo tres veces a
9000xg (4°C, 30 min) utilizando una centrifuga Avanti'™ J-25, (Beckman Coulter,
Fullerton, CA, USA). El sobrenadante se colocd en bandejas de plastico formando
una pelicula de 1 a 2 mm de espesor y se colocd a - 802C, con la finalidad de
preparar el material a ser liofilizado.

Para la liofilizacidn se utilizé un equipo Heto FD4 (Argentina), bajo las siguientes
condiciones de liofilizacién: -50 + 0,22C, con bomba rotativa a paleta R26; caudal
5,7m/h; presion de vacio 2x107 atm (marca Vacuubrand, Alemania). El material

liofilizado se fracciond en tubos de ensayo preservandolo a -202C hasta su uso.
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La preparacion de las soluciones de trabajo se realizaron utilizando 2 g del material
liofilizado el que fue resuspendido en 10 ml de agua destilada estéril a 852C. Esta
suspensidon se fracciond en alicuotas homogeneizadas de 1 ml, las que se
preservaron a -209C hasta su empleo experimental. Previamente a la realizacién de
los ensayos, el material se filtr6 a través de membranas osmoticas de @ 0,45 um y
25 mm de diametro.

3.5. Determinacion de los polifenoles en el EAB por cromatografia liquida de fase
inversa (RF-HPLC)

El analisis del contenido de polifenoles en el EAB se realizé aplicando el método de
cromatografia liquida de fase inversa (RF-HPLC). Para ello, se empled un
cromatodgrafo liquido Hewlett Packard 1100 (CA, USA) equipado con bomba binaria,
inyector automatico, degasificador de vacio y detector de arreglo de diodos (DAD)
conectado a la estacién de trabajo (PC equipada mediante programa computacional
adquisidor de datos), empleando una columna (250 x 4,6 mm?, didmetro interno)
conteniendo particulas de Zorbax 300 SB-C18 de 5 Mm y conectada a una columna
guarda.

Se empled un gradiente de elucién escalonado a un caudal de 0,9 ml/min. La fase
movil contenida en el reservorio “A” consistié de una mezcla de agua ultrapura
(Milli-Q, Millipore Co., Bedford, MA, USA), metanol y acido férmico (79,7:20,0:0,3) y
en el reservorio “B” una mezcla de metanol y acido férmico (99,7:0,3). El gradiente

empleado se describe en la Tabla 6. Finalmente la composicién de la fase movil

|
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retornd a 0% B en 5 min y se mantuvo 10 min adicionales para equilibrar la columna
antes de la préxima inyeccion.

Se utilizaron los siguientes polifenoles: dcido clorogénico, rutina, kaempferol, acido
cafeico y quercetina como estandares para la identificacion de los compuestos
presentes en el extracto. Las soluciones fueron filtradas antes de la inyeccién a la
columna cromatografica empleando membranas de nylon de @ 0,22 p.

En la Tabla 7 se reproducen las concentraciones de los estandares usados y su
tiempo de retencién. Sobre la base de las longitudes de onda de los maximos de las
bandas de absorcién UV-vis se seleccionaron para el analisis de los cromatogramas
dos longitudes de onda: 330 nm para los compuestos menos retenidos o mas
hidrofilicos (acido clorogénico y acido cafeico) y 360 nm para los mas hidrofébicos o

mas retenidos (rutina, quercetina y kaempferol).

Tabla 6. Gradiente de elucién empleado en la corrida cromatografica

Tiempo (min) %A %B
15 100 0
15 90 10
10 70 30
10 40 60
2 20 80

Fase Movil: (A) Agua, metanol y acido férmico (79,7:20,0:0,3) y (B) metanol y acido féormico

(99,7:0,3)
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Tabla 7. Concentraciones y tiempos de retencion de los estandares utilizados en la

determinacion de polifenoles por cromatografia liquida de fase inversa

Concentracion Tiempo de retencion

Compuesto .
(mg/ml) (min)
Quercetina 0,103 44,52
Rutina 0,105 36,48
Acido clorogénico 0,101 11,92
Kaempferol 0,108 44,47
Acido cafeico 0,107 12,88

La muestra de EAB (30 pl) fue inyectada en el equipo de RF-HPLC por triplicado.
Adicionalmente, se realizaron los cromatogramas de las muestras en estudio con el
método del sobreagregado de los estandares puros a los efectos de verificar la co-
migracion por el incremento del drea del pico cromatografico correspondiente.

La cuantificacidon de los compuestos detectados en el EAB se realizd a partir de las
curvas de calibracién de los estandares, usando el drea de los picos expresada en
mili Unidades de Absorbancia (mUA) obtenidas luego de la inyeccidén de diferentes
volumenes de los estandares (Tabla 8).

El limite de deteccién (LOD) de la metodologia se calculd a partir de la desviacion
estandar (syx) y de la pendiente (b;) de la curva de calibracion empleando la
siguiente férmula propuesta por la IUPAC, que toma como parametro el valor del

desvio estandar de los compuestos residuales (ecuacion 1).
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Tabla 8. Curvas de calibracion de los estandares realizada mediante RP-HPLC

Compuesto Ordenada al Pendiente R? (coeficiente Numero
origen (area) (area mg/ml) de de
determinacién) muestras
Acido 18,670+39 48369+2500 0,989 5
clorogénico
Acido cafeico -169,000+94 8580315629 0,987 5
Rutina -31,1880+12 198531769 0,994 6
Quercetina -7,7684+163 40762+3999 0,962 6
Kaempferol -98,4160+40 48101+2433 0,989 6

LOD=3s,, /b,

Dénde:

S,/x = desviacion estandar de los residuos en las rectas de calibrado

ecuacion (1)

El desvio estdndar de los compuestos residuales se calculé a partir de la férmula

descripta en la ecuacion 2.

Dénde:

ecuacion (2)

b:: Pendiente de la recta de calibrado; N: NUumero de patrones de calibrado; x;: Cada

una de las concentraciones de patrones calibrados, m: nimero de réplicas de cada

|
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patron de calibrado (n=3); X: Media de las concentraciones de los patrones de
calibrado.

3.6. Evaluacion de la actividad antioxidante del EAB

La capacidad anti-rradical libre o antioxidante del EAB fue determinada usando el
radical 2,2-difenil -1-picril hidracilo (DPPH*) como indicador de actividad. Este
radical tiene un electrdon desapareado y en solucién metandlica es de color azul-
violeta, decolordandose hacia el amarillo pdlido al reaccionar con una sustancia
antioxidante (Fig. 6). En su forma estable el radical absorbe a una longitud de onda
de 515 nm. Al ser reducido por un antioxidante (AH) u otra especie radical R*, la
absorbancia a esta longitud de onda desaparece por el cambio de color. De esta
forma, la evolucién de la reaccién redox puede monitorearse por la disminucién en
la medida de la absorbancia a 515 nm. Las reacciones quimicas Redox
caracteristicas del proceso de inhibicion de radical DPPH* se presentan a

continuacion:

DPPH*+AH—>DPPH-H + A*

DPPH*+ R*—DPPH-R
La cuantificacion de la actividad antioxidante se realizé siguiendo el protocolo de
Brand-Willams y col. (1995). La técnica se basa en dejar reaccionar los compuestos
con supuesta actividad antioxidante con el radical DPPH* en solucién metandlica. La
inhibicion del radical libre se cuantifica a través de la medida de la absorbancia a

515 nm.

-
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3.6.1. Procedimiento desarrollado para la determinaciéon de la actividad
antioxidante del EAB

La evaluacion de la capacidad antioxidante del EAB se llevé a cabo empleando 2 g
del material liofilizado. El mismo fue diluido con agua estéril hasta 10 ml
(concentracion final 200 mg/ml) y a partir de alli se prepard una dilucién 1/100 que
constituyd la solucion de trabajo (2 mg/ml).

Como control positivo se utilizé el acido clorogénico (0,3 mg/ml) en una dilucion

1/100 (0,003 mg/ml).

mc&“ 02N
Ph Ph R

L] . L]

R\ N-N NO, —»  N-N NO,
PH PH
O,N O,N
Violeta Amarillo

Fig. 5. Descripcion de la reaccion quimica de inhibicion del radical DPPH*

Las curvas de Inhibicién se prepararon utilizando diluciones de la solucién de
trabajo de EAB y del acido clorogénico (1/100) en agua destilada agregando
volumenes crecientes hasta alcanzar un volumen final de 1 ml, segln se describe en

la Tabla 9.
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Las reacciones de inhibicion se prepararon en un volumen final de 3 ml, mezclando
2 ml de una solucion 40 ppm del radical DPPH* en metanol y 1 ml de la soluciéon de
antioxidante (preparada segun se describe en la Tabla 9). Para el blanco patrén de
referencia (0% de inhibicion) se utilizé 1 ml de metanol con 2 ml del DPPH*. La
mezcla se incubd 90 min a efectos de permitir el desarrollo de la reaccidn (cambio

de color purpura al amarillo).

Tabla 9. Concentracién del EAB y del acido clorogénico en la solucion antioxidante

usada en las reacciones de inhibicidn (expresada en pg/ml)

Volumen Incorporado1
25ul {40 |50l | S55u | 75uL | 80l | 100 pl

Acido clorogénico pg/ml 0,075 | 0,120 | 0,150 | 0,165 | 0,225 | 0,240 | 0,300

EAB pg/ml 50 80 100 |110 | 150 - -

Corresponde a la cantidad incorporada en el volumen final de 1 ml usado como solucién

antioxidante

Transcurrido este periodo se midid la absorbancia a una longitud de onda de 515
nm en espectrofotémetro UV-VIS (Shimadzu UV mini-1240, Kyoto, Japdn). Con los
valores de las absorbancias obtenidas se determind el porcentaje de inhibicion o
captacion de radicales (%) a partir de la medida de absorbancia de la reaccion de
acuerdo a la féormula propuesta por Kulisic y col. (2004), la que se reproduce en la

ecuacion 3.

-
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%I :{1-(%)}100 ecuacion (3)

Dénde:

A; = Absorbancia del blanco patrén de referencia (0% de inhibicién); A, =
Absorbancia de la muestra; A; = Absorbancia del blanco de la muestra (sin DPPH¥*).
Sobre la base del valor de estos indices se estimaron los equivalentes de acido
clorogénico en el EAB.

La actividad antioxidante del EAB, se evalué mediante el pardmetro denominado
Concentracion Eficiente Cincuenta (CEsg) que resulta ser la concentracidn necesaria
para alcanzar una inhibicién del radical libre del 50%.

Los valores de CEsq para el dcido clorogénico y para el EAB se calcularon a partir de
las rectas de regresion que vinculan el porcentaje de inhibicidn con la concentracion
de antioxidante incorporado a la mezcla de reaccion. Sobre la base de los CEsg
obtenidos en los dos casos, se estimaron los mg de acido clorogénico equivalentes
en el EAB. Los ensayos se realizaron por duplicado y en paralelo.

3.7. Cepas bacterianas seleccionadas para la realizacion del Ensayo de Ames

Para los ensayos de confirmacion de los genotipos se usaron las cepas bacterianas
S. typhimurium TA98 (cepa que detecta corrimiento de marco de lectura), TA100 y
TA102 (cepas que detectan intercambio de pares de bases). La cepa TA102 fue
utilizada a los efectos de verificar la presencia de la mutacidon AuvrB, presente en las

cepas TA98 y TA100 (mutacién en el sistema de reparacion por esicion), ya que esta
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cepa (TA102) posee el sistema de reparacién intacto (uvrB’) (acapite 3.8.). Para la
evaluacién de la toxicidad, mutagenicidad y antimutagenicidad se usaron las cepas
bacterianas S. typhimurium TA98 y TA100. Las mismas fueron adquiridas en la
empresa Moltox Molecular Toxicology Inc. (Booen, NC, EEUU) cuyos genotipos se
describen en la Tabla 5 (Maron y Ames, 1983).

Las cepas de S. typhimurium fueron remitidas por la empresa Moltox en pequefios
discos liofilizados y refrigerados. Para la produccién de los indculos primarios, los
discos se colocaron en 5 ml de medio de cultivo nutritivo (N22, Oxoid) los que se
incubaron a 37°C durante 48 h a los efectos de obtener una densidad de 1-2 x 10°
células/ml. Una vez obtenida esta poblacidn celular, la muestra se fracciond en
criotubos de 1 ml, tomando alicuotas de 90 pl e incorporando 910 pl de
dimetilsulféxido (DMSO) para la crio preservacion de las muestras (Maron y Ames,
1983). El indculo primario se conservo a -80°C.

La preparacién de las placas maestras se realizé a partir del indculo preservado de
las cepas de S. typhimurium a -80°C. Para ello se tomé una muestra del material
congelado empleando un ansa estéril y se sembro por agotamiento en superficie en
placas con medio permisivo (conteniendo ampicilina), usado como presiéon de
seleccion para garantizar la presencia del plasmido pKM101 (cepas TA98 y TA100).
Para la cepa 102 se utilizd medio permisivo conteniendo ampicilina y tetraciclina
(2,0 x 10° g/L) utilizado como presién de seleccidon para garantizar la presencia del
plasmido pKM101 y pAQ1, respectivamente. Las placas se incubaron 12-24 h a 379C.

Un vez crecidas, se tomaron 3 o 4 colonias las que se resuspendieron en 0,3 ml de
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solucion fisioldgica y la suspension se utilizd para realizar tres o cuatro estrias
paralelas en medio permisivo con ampicilina o ampicilina y tetraciclina,
dependiendo de la cepa utilizada. Estas placas se utilizaron para preparar los
cultivos de trabajo, renovando las mismas cada dos meses (Maron y Ames, 1983).
3.8. Confirmacion de las caracteristicas genotipicas de las cepas de S.
typhimurium.

Mutacion rfa

La mutacidn rfa causa la pérdida parcial de la barrera de polisacaridos de la
membrana bacteriana generando un fenotipo altamente rugoso para las colonias
bacterianas. Esta mutacidon incrementa la permeabilidad de la pared celular
favoreciendo la deteccidon de mutagenos (Maron y Ames, 1983).

La presencia de la mutacién rfa fue confirmada mediante el ensayo de sensibilidad
al “cristal violeta” en placas con medio nutritivo (Ames y col., 1973). Se colocé 0,1ml
de un cultivo bacteriano de la noche (overnigth) en un tubo con 2,50 ml de agar
blando, luego se sembrd en la placa de agar nutritivo . Cuando el agar se solidificd
un poco, se colocd un pequeno filtro estéril conteniendo “cristal violeta” en el
centro de la placa y se incubd en estufa a 372C durante 24 h.. Luego se procedid a la
observacion de las placas:

Si la cepa posee la mutacion rfa se observa alrededor del filtro una zona clara de

inhibicién que indica muerte celular (Fig. 7).
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Fig. 6. Fotografia de placas con las cepas de S. typhimurium, donde se observa una placa
con colonias normales y una placa con la zona clara formada alrededor del filtro,

conteniendo “cristal violeta”.

Mutacién AduvrB

El gen uvrB forma parte del operén uvr que interviene en el mecanismo de
reparacion por escision. La presencia de la mutacidn en las cepas fue confirmada a
través de la sensibilidad a la luz ultravioleta (UV) (Ames y col., 1973).

Se realizaron estrias paralelas a partir de cultivos saturados (1-2 x10° células/ml) de
las cepas TA98, TA100 (cepas uvrB’) y la cepa TA102 (cepa uvrB’) en agar de medio
permisivo. Para la seleccién de la cepa testigo TA102 uvrB’ se utilizdé medio
permisivo conteniendo tetraciclina 2,0 x 10> g/L. La placa, con las tres estrias
representadas por cada cepa bacteriana (TA98, TA100, TA102) se expuso bajo
[dmpara germicida durante 30 seg (15 V) a una distancia de 33 cm, tapando
transversalmente la mitad de la placa con papel aluminio para que sélo una parte
guedara expuesta a la radiacion. Luego se incubd en oscuridad a 372C durante 24 a
48 h. Se pudo observar claramente la muerte de las colonias correspondientes a las

cepas TA100 y TA98 (cepas defectuosas uvrB) mientras que la cepa TA102 (uvrB’)
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repard el dafio en el ADN bacteriano producido por las radiaciones UV, evidenciado
por falta de pérdida de viabilidad.

3.9. Evaluacidn del efecto toxico del EAB y del acido clorogénico frente a las cepas
de S. typhimurium

Se evaluo el efecto tdxico del EAB utilizando el Ensayo de Ames con las cepas TA98 y
TA100 mediante dos metodologias: ensayo de incorporacién en placa y pre-
incubacion con y sin activacion metabdlica.

El efecto toxico del acido clorogénico se evalué empleando el método de pre-
incubacién con y sin activacion metabdlica.

3.9.1. Evalucion del efecto toxico del EAB mediante el ensayo de incorporacion en
placa

Para el ensayo de la viabilidad bacteriana se prepararon diluciones seriadas
partiendo de un cultivo de la noche (overnight) (16-20hs) de las cepas testigo
seleccionadas (TA98 y TA100) de modo de obtener un factor de dilucién de 1/10°.
En un tubo conteniendo 2,5 ml de agar blando fundido y mantenido a 452C se
agregaron: 0,1 ml de la dilucién bacteriana, 0,5 ml de mezcla S9 o 0,5 ml de solucion
tampdn de fosfatos 0,2 M. Seguidamente se agregaron 5,0 o 50,0 ul del EAB a
efectos de arribar a una concentracién final del mismo de 1,0 y 10,0 mg/placa. El
control negativo se realizé reemplazando el EAB por DMSO. Las mezclas se agitaron
mediante vortex y se sembrd en forma directa sobre placas de agar nutritivo. Las
mismas se incubaron a 379C durante 48 h. Luego se procedio al conteo y calculo de

las unidades formadoras de colonias (UFC/ml).
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3.9.2. Evaluacidn del efecto toxico del EAB mediante el método de pre-incubacién
Para el ensayo de viabilidad por el método de pre-incubacidon se prepararon
diluciones seriadas de un cultivo de la noche (overnight) de las cepas testigo
seleccionadas (TA98 y TA100) de modo de obtener un factor de dilucién de 1/10°.
Seguidamente, 0,1 ml de la dilucién bacteriana se mezclaron con 0,5 ml de mezcla
S9 6 0,5 ml de buffer fosfato 0,2 M. Luego se agregaron 5,0 6 50,0 ul del EAB a
efectos de arribar a una concentracion final de 1,0 y 10,0 mg/placa. La mezcla se
llevé a un volumen final de 700 pl con agua destilada estéril y se incubo durante 1 h
a 379C. Al finalizar este tiempo, la mezcla en su totalidad (V=700 pl) se incorporé a
2,5 ml de agar blando fundido (452C) y se sembrd en placas conteniendo medio
nutritivo, las cuales se incubaron a 372C durante 48 h. Luego se procedio al conteo y
calculo de las unidades formadoras de colonias (UFC/mI). El control negativo se
realizé reemplazando el EAB por DMSO.

La toxicidad también fue evaluada rutinariamente en cada ensayo por observacion
visual directa del fondo bacteriano en las placas con medio selectivo antes de que
se consuman las trazas de histidina segun lo recomendado (Verschaeve y Van
Staden, 2008).

3.9.3. Evaluacion del efecto toxico del acido clorogénico mediante el método de
pre-incubacion

Para analizar la toxicidad del acido clorogénico frente a las cepas de S. typhimurium
(TA98 y TA100) se utilizé el método de pre-incubacion,con y sin activaciéon

metabdlica.
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Se prepard una solucion madre (con agua destilada) de acido clorogénico de 10
mg/ml y se sembraron 5 y 50 pl/placa, para arribar a una concentracién final de
0,05 y 0,50 mg/placa. Se siguid la metodologia descripta en el punto 3.9.2
remplazando el EAB por acido clorogénico.

3.10. Ensayos de mutagenicidad del EAB y del acido clorogénico

3.10.1. Mutagenicidad del EAB

La evaluacién de la posible mutagenicidad del EAB se realizé mediante el Ensayo de
Ames (Maron y Ames, 1983), utilizando las cepas TA100 y TA98, con y sin activacion
metabdlica. Se desarrollaron dos métodos: el método de incorporacién en placay el
método modificado de pre—incubacién.

Ensayo de incorporacion en placa

Para el desarrollo de éste método, se siguid el siguiente procedimiento: en tubos
conteniendo 2,5 ml de agar blando (a 452C), L-histidina HCL — D- biotina (0,5 mM —
0,5 mM) se adicion6 0,1 ml de un cultivo de toda la noche (overnight) de las cepas
testigo seleccionadas (TA98 o TA100) y 0,5 ml de mezcla S9 (ensayos con activacion
metabdlica) o buffer fosfato pH 7,4 (ensayos sin activacion metabdlica).
Seguidamente se agregaron 5,0 6 50,0 ul de EAB para lograr una concentracion final
de 1,0 y 10,0 mg/placa respectivamente. Esta mezcla se homogeneizé mediante
vortex y se sembrd en placas con medio minimo, incubandose a 37°C durante 48 h.
Luego se procedid al conteo de las colonias revertantes his’.

En todos los ensayos se realizaron los controles negativos sin el agregado de

extracto (revertantes espontdneas). Como controles positivos y de acuerdo a las
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condiciones del ensayo, se realizaron las curvas dosis respuesta de los mutagenos

diagnéstico que se indican en la Tabla 10.

Tabla 10. Dosis y condiciones usadas para los mutagenos empleados como

controles positivos en los distintos ensayos

. ) Activacion
Cepa Mutageno Dosis pg/placa L
Metabdlica
2- NF 0,25; 0,50; 1,25; 2,50 NO
TA98
5 AF 0,25; 0,50; 1,25; 2,50 SI
AZS 0,50; 2,50; 5,00 NO
TA100
2-AF 0,25; 0,50; 1,25; 2,50 SI

Ensayo de pre-incubacién

Para la realizacidn del ensayo con pre-incubacién se siguid el protocolo sugerido por
Mortelmans y Zeiger (2000) y Yen y col. (2001) con modificaciones menores. Se
prepard una mezcla de pre-incubacién con 0,1 ml de un cultivo (overnight) (TA98 o
TA100), 0,5 ml de mezcla S9 o buffer fosfato pH 7,4 (con y sin activacion metabdlica
respectivamente). Seguidamente se agregd 5,0 o 50,0 ul de EAB para arribar a una
concentracion final de 1,0 y 10,0 mg/placa respectivamente. El volumen final se
ajustd en 700 pl con agua estéril 6 DMSO. Después de incubar en estufa a 37°C
durante 1 h (sin agitacion), el total de la mezcla de incubacién (V700 pl) se agregd
a un tubo con 2,5 ml de agar blando, conteniendo L-histidina HCl — D-biotina (0,5
mM — 0,5 mM), se homogenizé en vortex y luego se vertié en placas conteniendo

medio minimo.
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Después de incubar a 37°C durante 48 h se procedio al conteo de las colonias
revertantes his’.

En las mismas condiciones se analizd la respuesta de los mutdgenos diagndsticos
usados como controles positivos que se indicaron en el punto anterior (ver Tabla
10), incluyéndose también el control negativo sin el agregado de extracto
(revertantes espontaneas).

Se considerd mutagénico cuando el valor de las revertantes inducidas por el EAB,
resulté el doble del valor obtenido con el control negativo (revertantes
espontdneas).

Los ensayos se realizaron por duplicado y los datos fueron expresados como el valor
medio + desviacion estandar de la media correspondiente al nimero de colonias
por triplicado.

3.10.2. Mutagenicidad del acido clorogénico

La evaluacidon de la mutagenicidad del acido clorogénico, se realizd con las cepas
TA100 y TA98 empleando el método de incorporacion en placa y el método de pre-
incubacién de forma similar a la descripta para el EAB.

Para su desarrollo se prepard una solucién acuosa de 10,0 mg/ml de &cido
clorogénico y se sembraron 5y 50 ul para arribar a una concentracién final de 0,05
y 0,50 mg/placa (en placas de medio minimo). Asimismo, se realizaron los controles
negativos correspondientes a las revertantes espontaneas sin acido clorogénico asi

como los controles positivos que se corresponden con los referidos en la Tabla 10.

|
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Se siguidé la metodologia descripta (método de incorporacién en placa y pre-
incubacion) en el punto 3.10.1 remplazando el EAB por el acido clorogénico.

Los ensayos se realizaron por duplicado y los datos fueron expresados como el valor
medio * desviacién estdndar de la media correspondiente al nimero de colonias
por triplicado.

3.11. Evaluacidn de los efectos antimutagénicos del EAB y del acido clorogénico
3.11.1. Antimutagenicidad del EAB

La evaluacion de la posible antimutagenicidad del EAB se realizé mediante el Ensayo
de Ames (Maron y Ames, 1983). Se utilizaron dos métodos: el de incorporacién en
placay el de pre—incubacién.

Método de incorporacion en placa

La evaluacién de la posible capacidad antimutagénica del EAB se realizé empleando
los mutdgenos indicados en la Tabla 10 a las concentraciones y en las condiciones
indicadas en dicha Tabla.

Para el ensayo de incorporacidn en placa se siguié el siguiente protocolo: 0,1 ml de
un cultivo (overnight) de S. typhimurium TA98 y TA100, se co-incubaron con las
diferentes concentraciones de los mutagenos diagndstico descriptos en la Tabla 10
y con 5,0 y 50,0 pl de EAB para alcanzar una concentracion de 1,0 y 10,0 mg/placa.
Seguidamente se incorporaron 0,5 ml de mezcla S9 6 buffer fosfato pH=7,4 (con y
sin activacién activacion metabdlica). La mezcla se agregd a 2,5 ml agar blando
fundido (452C) conteniendo L-histidina HCL- D-biotina (0,5 mM — 0,5 mM). La

mezcla se homogenizé mediante vortex y se sembrd en placas con medio minimo,
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incubandose a 37°C durante 48h. Luego se procedid al conteo de las colonias
revertantes his’.

Para cada condicion se incorporaron los controles negativos (Revertantes
espontdneas y revertantes espontaneas con el agregado de EAB (Control negativo
de la muestra).

Los controles positivos consistieron en las curvas de dosis -respuesta de los
mutdgenos descriptos en la Tabla 10 los que corresponden al 100% de
mutagenicidad de cada concentracién.

Método de pre-incubacion

Para realizar el ensayo con el método de pre-incubacidn se prepard una mezcla con
0,1 ml de un cultivo de la noche (overnight) (TA98 6 TA100) co-incubado con las
diferentes concentraciones de los mutagenos diagndstico descriptos (Tabla 10) y
con 0,5 ml de mezcla S9 o buffer fosfato pH 7.4 (con y sin activacion metabdlica).
Seguidamente se agregaron 5,0 6 50,0 ul de EAB para arribar a una concentracion
final de 1,0 y 10,0 mg/placa respectivamente. El volumen final se ajusté en 700 pl
con agua estéril o DMSO y se mezclé mediante vortex. Después de incubar en
estufa a 37°C durante.1 h (sin agitacidn), el total de la mezcla de incubacién (V=700
ul) se agregd a un tubo con 2,50 ml de agar blando, conteniendo L-histidina HCI- D-
biotina (0,5 mM — 0,5 mM), y se sembrd en placas conteniendo medio minimo
(Maron y Ames, 1983). Los controles positivos y negativos fueron los descriptos en
el método de incorporacion en placa. En paralelo se realizaron las curvas de dosis-

respuesta con los mutdgenos en el rango de concentracién presentado en la Tabla
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10 y las cepas correspondientes a los efectos de determinar el nimero de
revertantes por placa, como referencia del 100% de actividad mutagénica. Los
ensayos se realizaron por duplicado y los datos fueron expresados como el valor
medio * desviacion estdndar de la media correspondiente al niumero de colonias
por triplicado de las placas. Un esquema general del procedimiento se presenta en
la Fig. 8.

3.11.2. Antimutagenicidad del acido clorogénico

La evaluacion de la antimutagenicidad del acido clorogénico se realizé6 empleando
solamente el método de pre-incubacion. Se seleccioné este método, debido a su
mayor sensibilidad informada en estudios previos de antimutagenicidad
encontrados en bibliografia internacional (Matsushima y col., 1980). A su vez se
eligié la mayor concentracién de los mutdgenos ensayados, a efectos de comparar
la actividad antimutagénica del acido clorogénico con el equivalente del acido
clorogénico presente en el EAB (10,0 mg/placa). Se seleccionaron dos
concentraciones: una concentracion de acido clorogénico (0,10 mg/placa), valor
determinado por el método de HPLC (acdpite 4.1.1) y otra concentracién cinco
veces mayor (0,50 mg/placa).

Para su desarrollo se prepard una solucién acuosa de 2 mg/ml de acido clorogénico
y se sembraron 50 pl/placa para arribar a una concentracion final de 0,10 mg/placa
y una solucion acuosa de 10 mg/ml de &cido clorogénico para arribar a una
concentracion final de 0,50 mg/placa. Se siguid la metodologia descripta en el punto

3.11.1 (Método de pre-incubacidn) reemplazando el EAB por el acido clorogénico.
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Se utilizaron los mutagenos 2-nitrofluoreno, 2-aminofluoreno y azida sddica en una
Unica concentracion de 2,5 pg/placa.

Los ensayos se realizaron por duplicado y los datos fueron expresados como el valor
medio * desviacién estdndar de la media correspondiente al nimero de colonias

por triplicado.

Sembrar con agar blando (452C) his/biot. 0.05 mM

0.5 ml buffer Pre-incubacién Q Q Q H
.
mutageno — o e

X 1h372C
0.1 ml Bacteria

0.5 ml buffer H ﬁ ﬁ ﬁ
muestra + mutdgeno Pre-incubacis
0.1 ml bacteria re-incubacion
_—
1h372C

Con S9 mezcla

0.5 mIS9 mezcla ) y
mutageno Pre-incubacion
—_—
[ I I

0.1 ml bacteria

1h37¢C
0.5 ml buffer
muestra+ mutdgeno H f 1 1
0.1 ml bacteria Pre-incubacién
_—
1h372C

Fig. 7. Disefio experimental general del método de pre-incubacién

3.12. Célculo de la capacidad antimutagénica: Indice de inhibicion
La inhibicién de la actividad mutagénica inducida por los mutagenos diagndsticos en
presencia de EAB y acido clorgénico fue calculada mediante la ecuacién 4, férmula

propuesta por Pedreschiy Cisneros-Zevallos (2006) y Carifio-Cortés y col. (2007).
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(muestra + mutageno) — muestra ecuacion (4)

mutégeno — control negativo

% Inhibicion = 100 x[1— ( )

Dénde:
Muestra + mutageno: corresponde a las revertantes/placa hallados en los

experimentos realizados con EAB o acido clorogénico en presencia de mutageno.
Muestra: corresponde a las revertantes/placa hallados en los experimentos
realizados empleando EAB o acido clorogénico sin mutageno.

Mutageno: corresponde a las revertantes/placa con mutageno sélo.

Control negativo: corresponde a los revertantes espontaneas.

La mutagenicidad inducida por cada mutageno diagndstico en ausencia de las
muestras fue definida como 100%.

El error del porcentaje de inhibicidn (%l) de la antimutagénesis se realizé aplicando
el analisis de la propagacién del error seglin lo propuesto por Himmelblau (1970).
3.13. Analisis estadistico

El andlisis estadistico fue realizado mediante andlisis de varianza ANOVA, y ensayo
de "t" de Student (utilizando el programa estadistico SYSTAT 12.0), considerando
como resultado positivo al doble del nimero de revertantes/placa en relacion a las

placas control. El nivel de significancia seleccionado fue de p<0,05 y p<0,01.

-
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4. RESULTADOS

Lic. Maria de las Nieves Rodriguez Pagina 96



Estudio de la capacidad antimutagénica del extracto acuoso de Baccharis articulata (Lam.) Persoon

4.1. Caracterizacion quimica, téxica y mutagénica del EAB

4.1.1. Determinacion de polifenoles en el EAB por cromatografia liquida de fase
inversa RP-HPLC

Para la identificacion de los polifenoles presentes en el EAB se utilizaron como
estdndares acido clorogénico, rutina, kaempferol, acido cafeico y quercetina. De
acuerdo a las curvas de calibracion realizadas, el limite de deteccion del método
empleado para el acido clorogénico, rutina, kaempferol, dcido cafeico y quercetina
fue de 0,0024, 0,0019, 0,0026, 0,0035 y 0,0047 mg/ml, respectivamente.

En la Fig. 9 se puede observar el cromatograma obtenido del analisis del EAB. De
acuerdo con el tiempo de retencién y el correspondiente espectro UV-vis de los
picos observados comparado con los estandares utilizados sélo fue posible
identificar uno de los picos que muestra correspondencia con el pico caracteristico
del acido clorogénico. Ninguno de los otros picos observados coincidiéd con los
tiempos de retencidn o el espectro de los estandares puros utilizados. Los picos no
identificados, podrian corresponder a compuestos derivados del acido clorogénico
segun fuera publicado oportunamente (Palacios y col., 1999).

Con el objeto de cuantificar al acido clorogénico identificado en el EAB se realizé la
curva de calibracién de este compuesto, cuantificacion que se presenta en la Tabla
11. A partir de la curva de calibracion del acido clorogénico, se calculé el valor de
acido clorogénico por ml de EAB, la que resulté ser de 2,05+0,11 mg/ml de EAB.

Teniendo en cuenta la concentracidn inicial usada (2 mg/ml), este valor indicaria
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qgue el contenido de acido clorogénico seria 1mg por cada 100 mg de material seco
(1%).

Como se observa en la Fig. 9, hay diversos picos que no han sido identificados.
Teniendo en cuenta el drea de éstos picos, el dcido clorogénico aportaria el 25% de

la absorbancia total analizada.
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Fig.8. Cromatograma del EAB. La corrida fue realizada a 330 nm (lineas negras) y 360 nm

(lineas rojas)

De acuerdo a los resultados de la curva de calibracion se estimé un limite de
deteccién (LOD) para este compuesto de 0,024 mg/ml y un limite de cuantificacion
(LOQ) de 0,073 mg/ml.

Otro punto importante a considerar en la caracterizacion del EAB fue evaluar su

actividad antioxidante y considerando que el acido clorogénico constituye el
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principal polifenol presente en el EAB, también se realizaron estudios tendientes a

evaluar la actividad antioxidante del compuesto.

Tabla 11. Ecuacidn de regresidn obtenida para el dcido clorogénico

Compuesto Ecuacidn de regresién R’ DS N

Acido clorogénico | y =(38647+1173)x-(194+149) 0,995 | 231 11

R%: coeficiente de determinacion, DS Desviacién estandar, N: nimero de muestras utilizadas

en la regresion

4.1.2. Evaluacidn de la actividad antioxidante del EAB y del acido clorogénico

Se evalud la actividad antioxidante del EAB y del acido clorogénico mediante la
cuantificacion de la inhibicion del radical DPPH* (radical 2,2-difenil -1-picril
hidracilo).

El método DPPH* evalla la capacidad antioxidante de cualquier compuesto capaz
de atrapar radicales libres.

En las Figuras 10 y 11 se muestran los porcentajes de inhibicién (1%) de captacién de
radicales libres del DPPH*, en funcidon de la concentracién de EAB y de &cido
clorogénico, respectivamente.

La ecuacidn de regresion correspondiente al %l del radical libre DPPH* para el EAB
fue y= 0,507x -1,6146 con coeficiente de determinacion R%= 0,9906, donde x es la
concentracion del EAB en pg/ml. Puede observarse que en el rango de
concentracion estudiada (50- 150 pg/ml) el %l se encuentra entre 24,5% y 76,1%

(Fig. 10).
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La ecuacion de regresion correspondiente al %l del radical libre DPPH*para el acido
clorogénico fue y= 220,1x-9,3555 con un coeficiente de determinacion R’ =0,9363,
donde x es la concentracion del acido clorogénico expresada en pg/ml.

A partir de estas rectas de regresién, entrando con %l de 50%, se puede estimar el
valor de CEsy.

Una manera de informar el poder antioxidante en los extractos naturales es a través
de la concentracién eficiente (CEsg). Sin embargo, ésta no ha sido aln
estandarizada, utilizdandose frecuentemente la actividad antioxidante de
compuestos puros como valor de referencia.

En nuestro ensayo, la determinacidon de la capacidad antioxidante tomdé como
patrén de referencia al acido clorogénico. Este estudio mostré un valor de CEsq de
101,86 pg/ml y de 0,269 pg/ml para el EAB y para el acido clorogénico,
respectivamente.

El valor de la CEso del acido clorogénico frente al DPPH* resulto ser menor que la
obtenida para el EAB lo que indica que se requiere una concentracién menor de
acido clorogénico para lograr el 50% de la eficiencia inhibitoria.

Estos resultados indican claramente que el EAB presenta una marcada actividad
antioxidante respaldada por otros estudios informados en la bibliografia
internacional, empleando ésta y otras variedades del género Baccharis, aspecto,

relevante para su caracterizacién desde el punto de vista de su actividad bioldgica.
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Fig. 10. Porcentaje de inhibicion del radical libre DPPH* en funcién de la concentracion de

acido clorogénico

Sin embargo, otros aspectos deben ser igualmente evaluados para profundizar su

caracterizacién. Entre éstos, la toxicidad y la mutagenicidad del EAB y del acido
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clorogénico (polifenol mayoritario del EAB) utilizando el Ensayo de Ames como
modelo experimental, resultan ser relevantes en este sentido y cuyos resultados se
presentan en los acdpites siguientes.

4.1.3. Evaluacion de la toxicidad del EAB y del acido clorogénico utilizando el
Ensayo de Ames

La viabilidad de las cepas de S. typhimurium en presencia del EAB, asi como en
presencia del dacido clorogénico resultan imprescindibles de ser evaluadas vy
determinadas en una etapa previa a la evaluacion de la mutagenicidad y la
antimutagenicidad de los mismos empleando el Ensayo de Ames. Este estudio
previo tiene como finalidad seleccionar el rango de concentraciones del EAB y del
acido clorogénico que no presenten un efecto tdxico sobre las cepas blanco. Se
debe tener en cuenta que si el compuesto en estudio es levemente mutagénico,
pero altamente tdéxico, debe encontrarse un rango de concentraciones en la cual la
potencial mutagenicidad no quede enmascarado por la toxicidad de los compuestos
en estudio (Maron y Ames, 1983). Del mismo modo, resulta importante evaluar la
toxicidad de los mismos sobre las cepas de S typhimurium debido a que la toxicidad
podria confundirse o enmascarar un posible efecto antimutagénico ejercido por el
EAB o el 4cido clorogénico, o ambos, en los ensayos de antimutagenicidad.

En la Tabla 12 se presentan los recuentos de colonias viables de S. typhimurium
luego del tratamiento con el EAB utilizando el Ensayo de Ames como modelo

experimental, con los métodos de incorporacion en placa y pre-incubacion. Para el
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acido clorogénico, especificamente, se ensayd el efecto tdxico empleando
solamente el método de pre-incubacion (Tabla 13).

Los resultados obtenidos (Tabla 12) indican que no se observaron diferencias
significativas en la viabilidad de las cepas TA98 y TA100 luego del tratamiento con
el EAB (1,0 y 10,0 mg/placa) en relacién a los respectivos controles (p>0,05).
Tampoco se observaron diferencias significativas en la  viabilidad
independientemente del método ensayado (incorporacién en placa o pre-
incubacion).

El andlisis de la viabilidad después del tratamiento con acido clorogénico en el
rango de concentraciones estudiadas (0,05 y 0,50 mg/placa) sobre las cepas TA98 y
TA100 no mostré diferencias significativas respecto a los controles (p>0,05) (Tabla
13).

Los resultados encontrados demuestran que tanto el EAB como el dcido clorogénico
en el rango de concentraciones seleccionadas no resultaron ser tdxicos para las

cepas de S. typhymurium TA98 y TA100.

|
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Tabla 12. Ensayo de toxicidad del EAB para las cepas TA100 y TA98 utilizando los

métodos de incorporacién en placa y pre-incubacion

Método de Incorporacién en placa
Recuentos de colonias de S. typhymurium (UFC/ml x 10°)

EAB (mg/placa) Cepa TA98 Cepa TA100
0,0 28+4 380+15
1,0 3043 39318
10,0 2915 38215

Método de Pre-incubacion
Recuentos de colonias de S. typhymurium (UFC/ml x 10°)

0,0 325 398+10
1,0 278 37710
10,0 3315 409+£15

Los resultados son la media + DS, n=6

Tabla 13. Ensayo de toxicidad del acido clorogénico para las cepas TA100 y TA98

utilizando el método de pre-incubacién

Método de Pre-incubacién
Recuentos de colonias S. typhymurium (UFC/ml x 10°)
Acido clorogénico TA98 TA100
mg/placa
0,00 3716 40319
0,05 42+8 38712
0,50 38+4 399+14

Los resutados son la media * DS, n= 6 resultados
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4.1.4. Evaluacién del efecto mutagénico del EAB y del acido clorogénico mediante
el Ensayo de Ames

El siguiente paso fue determinar el posible efecto mutagénico del EAB y del acido
clorogénico. Para estos ensayos se utilizéd un rango de concentracién final de 1,0 y
10,0 mg/placa para el EAB y de 0,05 y 0,50 mg/placa para el acido clorogénico.

Los controles positivos empleados corresponden a los presentados en la Tabla 10
(Acapite 3.10.de Materiales y Métodos). Las Tablas 14 y 15 presentan los resultados
encontrados en los ensayos de mutagenicidad, para el EAB (1,0 y 10,0 mg/placa) y
el acido clorogénico (0,05 y 0,50 mg/placa), respectivamente.

Los controles negativos (revertantes espontdneas his*) respondieron a los rangos
establecidos para el Ensayo de Ames (Tabla 5, acdpite 1.12. de Materiales y
Métodos). Debe considerarse que cada laboratorio, presenta un rango propio de
reversién de las colonias, el que es aceptado siempre y cuando sea repetible para
cada ensayo realizado independientemente del xenobidtico empleado.

Los controles positivos se comportaron en todos los casos de acuerdo a lo esperado
a los datos bibliograficos (Maron y Ames, 1983).

Los resultados obtenidos no indicaron diferencias estadisticamente significativas
entre el nimero de las revertantes espontdneas his* (control negativo) de S.
typhimurium y las obtenidas al incubar con 1,0 y 10,0 mg/placa del EAB para cada
cepa estudiada con vy sin activacion metabdlica (p>0,05) (Tabla 14). También pudo

observarse que no hubo diferencias estadisticamente significativas en el nimero de
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revertantes/placas dependientes de los métodos empleados (incorporacion en
placa o pre-incubacion) (p>0,05).

En forma similar, para cada cepa estudiada, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre las revertantes espontaneas his® (control
negativo) de S. typhimurium y las revertantes obtenidas al incubar con el acido
clorogénico con y sin activacion metabdlica (0,05 y 0,50 mg/placa) (p>0,05) (Tabla
15).

También se puedo observar que no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas segln el método (incorporacion en placa o pre-incubacion) (p>0,05).
Tabla 14. Evaluacién de la mutagenicidad inducida por el EAB, utilizando el Ensayo
de Ames, con las cepas TA98 y TA100 en los ensayos de incorporacion en placa y

pre-incubacion.

Incorporacién en placa Pre-incubacién
EAB Cepa TA98 CepaTA100 Cepa TA98 Cepa TA100
Concentracion -S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9
0,0 mg/placa® 2145 3745 183+15 216158 24+2 4618 219422 179412
1,0 mg/placa 14+9 38+4 185+21 144+15 3148 30+3 180,322 136+29
10,0 mg/placa 19+4 3246 185+12 175+18 28+2 3043 208+11 151+31
2AF 2,5 pg/placa 2334+16* 2190+25%* 2285+5* 1808+17*
2NF 2,5 ug/placa 865+104* 62415*
AZS 2,5 pg/placa 2516+364* 2168+33*

+S9, con activacion metabdlica; -S9, sin activacién metabdlica; ¢, revertantes espontaneos;

* revertantes inducidas (mutagenos) p<0,05.

Los resultados encontrados nos permiten concluir que en los rangos de

concentraciones estudiados, tanto el EAB como el acido clorogénico, no resultaron

ser mutagénicos empleando el Ensayo de Ames.
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Ello nos permitioé continuar evaluando la posible capacidad antimutagénica del EAB
y del acido clorogénico frente a la mutagenicidad inducida por agentes de accion

mutagénica reconocida.

Tabla 15. Evaluacién de la mutagenicidad inducida por el acido clorogénico
utilizando el Ensayo de Ames con las cepas TA98 y TA100 en ensayos de

incorporacion en placa y pre-incubacion

Incorporacién en placa Pre-incubacién
Acido clorogénico Cepa TA98 CepaTA100 Cepa TA98 Cepa TA100
-S9 +59 -S9 +S9 -S9 +59 -S9 +59
0,0 mg/placa’ 4916 2043 127415 118+21 3749 1944 104411 103+11
0,05 mg/placa 4746 1743 137426 10510 4045 1945 1063 104+10
0,50 mg/placa 39+6 2444 134+14 115+3 29+2 26,614 108+6 11849
2AF 2,5 pg/placa 2788+94* 2190+5* 2046150* 2329+440*
2NF 2,5 pg/placa 865+104* 624+5*
AZS 2,5 pg/placa 2516+364* 2168+3*

+S9, con activacién metabdlica; -S9, sin activacidn metabdlica; ° revertantes

espontaneas;*,revertantes inducidas (mutagenos) p<0,05.

4.2. Evaluacion del efecto antimutagénico del EAB empleando el Ensayo de Ames

La evaluacion de la capacidad antimutagenica del EAB se realiz6 empleando el
Ensayo de Ames. Se utilizaron los métodos de incorporacidon en placa y pre-
incubacién con las cepas testigo S. typhimurium TA98 y TA100. Los mutagenos
diagndsticos seleccionados fueron el 2-NF y la AZS (mutdgenos de accion directa, sin
empleo de activacion metabdlica) para las cepas TA98 y TA100, respectivamente, y
el 2-AF (pro-mutégeno, con requerimiento de activacion metabdlica) para ambas

cepas.
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4.2.1. Ensayo sin activacion metabolica

Cepa TA98. Mutdgeno 2-NF. Método de incorporacion en placa

En la Fig. 12 se presentan los resultados obtenidos de las revertantes/placa de la
cepa testigo TA98 inducidas por el mutageno de accién directa 2-NF (rango de
concentraciones 0,25-2,50 ug/placa). En la figura se incluyen las curvas dosis-
respuesta correspondientes a los revertantes/placa de S. typhimurium cepa TA9S,
inducidas por el mutdgeno 2-NF en presencia de EAB (1,0 y 10,0 mg/placa)
empleando el método directo de incorporacidon en placa.

En la Tabla 16 se presenta el nimero de revertantes/placa (cepa TA98) inducidas
por el mutdgeno 2-NF en el rango de concentraciones 0,25-2,50 ug/placa y el
nimero de revertantes/placa obtenidas co-incubando el 2-NF con el extracto de
EAB (1,0 y 10,0 mg/placa), utilizando el método de incorporacién en placa. En la
Tabla se incluyen los %I obtenidos por el EAB (1,0 y 10,0 mg/placa) al co-incubar con
el mutageno 2-NF. El valor del %l se calculéd empleando la ecuacion 4 presentada en
la seccion Materiales y Métodos (acapite 3.12).

En la curva dosis-respuesta correspondiente al 2-NF (control diagndstico) (Fig. 12)
el numero de revertante/placa aumenta en forma significativa a medida que se
incrementa la concentracién del mutageno (p<0,05). La co-incubacién del mutdgeno
2-NF en niveles de concentracién de 0,25-2,50 pg/placa con 1,0 y 10,0 mg/placa de
EAB produce un menor nimero de revertantes/placa que presentan diferencias

significativas en comparacion con el mutageno diagndstico (p<0,05).
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Fig. 11. Efecto antimutagénico del EAB frente a la mutagenicidad inducida por el 2-NF
utilizando S. typhimurium cepa TA98 (método de incorporacion en placa). H,
Revertantes/placa inducidas por 2-NF; @, revertantes/placa inducidas por 2-NF en
presencia de 1,0 mg/placa de EAB; O, revertantes /placa inducidas por 2-NF en presencia

de 10,0 mg/placa de EAB.

En la Tabla 16 puede observarse que con el empleo de 1,0 mg/placa de EAB los %l
variaron desde 20,0+0,8 al 46,0+4,4% a medida que aumenta las concentraciones
del mutdgeno en el rango ensayado. Con la mayor concentracidn del EAB estudiada
(10,0 mg/placa) los %l estuvieron en el rango de 28,0+0,7 a 56,5+4,0% para las de
concentraciones del mutdgeno ensayado.

En esta condicion (método de incorporacién en placa) se pudo observar el efecto

antimutagénico del EAB frente a la mutagenicidad inducida por el mutageno de
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accién directa 2-NF en la cepa TA98, el cual se acentud cuando la concentracién de

EAB fue 10,0 mg/placa.

Tabla 16. Numero de revertantes/placa de la cepa TA98 inducidas por 2-NF vy
revertantes/placa inducidas por 2-NF co-incubado con el EAB. %l de la
mutagenicidad inducida por 2-NF en presencia de 1,0 y 10,0 mg/placa de EAB

(método de incorporacién en placa).

ug/placa | Rev./ placa Rev. / placa %l EAB Rev./ placa %l EAB
2-NF 2-NF 2-NF + EAB 2-NF+ EAB
1,0mg/placa 1,0mg/placa | 10,0mg/placa 10,0mg/placa

0,00 24+20° 31420 28+2

0,25 207+10° 172+12° 20,0+0,8 155410 28,0+0,7
0,50 280+16 225+10° 23,042,6 20010 24,012,4
1,25 507+30° 32010 41,010,4 304+13 43,010,4
2,50 885+48" 495+30° 46,0+4,4 408+30° 56,5+4,0

%l, Porcentajes de inhibicion del EAB frente a la mutagenicidad inducida por el 2- NF;

® revertantes espontaneos. *, p<0,05

Cepa TA98. Mutageno 2- NF. Método de pre-incubacion

En la Fig. 13 se presentan los resultados obtenidos de las revertantes/placa de la
cepa testigo TA98 inducidas por el mutageno de accién directa 2-NF (rango de
las curvas

concentraciones 0,25-2,50 pug/placa). En la figura se incluyen

correspondientes a los revertantes/placa de la cepa TA98 inducidas por el
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mutageno 2-NF incubadas con EAB (1,0 y 10,0 mg/placa) empleando el método de

pre-incubacion.
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Fig. 12. Efecto antimutagénico del EAB frente a la mutagenicidad inducida por el 2-NF
utilizando S. typhimurium cepa TA98 (método de pre-incubacién). M, revertantes/placa
inducidas por 2-NF; @, revertantes/placa inducidas por 2-NF en presencia de 1,0 mg/placa

del EAB; O, revertantes/placa inducidas por 2-NF en presencia de 10,0 mg/placa del EAB.

En la Tabla 17 se presenta el numero de revertantes/placa de la cepa TA98
inducidas por el mutageno 2-NF en el rango de concentraciones testadas (0,25-2,50
ug/placa) y el nimero de revertantes/placa obtenidas al co-incubar el 2NF con el
extracto de EAB (1,0 y 10,0 mg/placa) utilizando el método de preincubacion. En la
Tabla se incluyen los %l de la mutagénesis inducida por el mutdgeno 2-NF cuando se

co-incuba con 1,0 y 10,0 mg/placa de EAB.
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De igual manera que en el ensayo de incorporacién en placa, la curva dosis-
respuesta del 2-NF presenta un nimero de revertante/placa que aumenta en forma
estadisticamente significativa a medida que se incrementa la concentracion de
mutdgeno.

La co-incubacién del mutageno 2-NF en las concentraciones mayores a 0,25
ug/placa con 1,0 y 10,0 mg/placa del EAB inducen un menor numero de
revertantes/placa que presentan diferencias estadisticamente significativas con el
mutageno diagndstico (p<0,05).

En esta condicion (método de pre-incubacién) se puede observar el efecto
antimutagénico del EAB frente a la mutagenicidad inducida por el mutageno de
accion directa 2-NF en la cepa TA98, el cual se acentua cuando la concentracion de
EAB es 10,0 mg/placa.

Asimismo, se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas en los valores
de las revertantes/placa hallados, dependiendo del tratamiento con EAB (1,0 0 10,0
mg/placa) (p<0,05).

En la Tabla 17 se observa que con el empleo de 1,0 mg/placa de EAB de %l variaron
entre 60,0+1,4 y 71,0+0,3%, en el rango de concentraciones del mutdgeno

ensayado.

Con la mayor concentracion de EAB estudiada (10,0 mg/placa), los %l variaron entre

59,0+1,1y91,0£0,4%, en el rango de concentraciones del mutdgeno ensayado.

-
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Tabla 17. Niumero de revertantes/placa de la cepa TA98 inducidas por 2-NF y
revertantes/placa inducidos por 2-NF co-incubados con el EAB. %l de la

mutagenicidad inducida por 2-NF en presencia de 1,0 y 10,0 mg/placa de EAB

(método de pre-incubacién).

pg/placa | Rev./ placa Rev. / placa %l EAB Rev. / placa %l EAB
2-NF 2-NF 2-NF + EAB 2-NF+ EAB
1,0mg/placa 1,0mg/placa 10,0 mg/placa | 10,0mg/placa

0,00 43+20° 14450 19+1

0,25 127+13° 42450 67,00,9 4145 74,010,8
0,50 184+50° 100413 60,0+1,4 7743 59,0+1,1
1,25 570+10° 167426 71,0+0,3 67+19" 91,0+0,4
2,50 865+104" 309+12" 64,0+0,5 175426 81,0+0,7

%l: Porcentajes de inhibicidon del EAB frente a la mutagenicidad inducida por el 2- NF

®revertantes espontaneos. *, p<0,05

Los valores de los %I muestran un efecto antimutagenico en ambas concentraciones
ensayadas del EAB frente a la mutagenicidad inducida por el 2-NF pudiéndose
observar que el efecto inhibidor de la mutagénesis es mayor cuando Ia
concentracion de extracto EAB es de 10,0 mg/placa.

Comparando los resultados de los %l en ambos métodos (ensayo de incorporaciéon
en placa y pre-incubacidn) con la cepa testigo TA98 frente a la mutagenicidad
inducida por el mutageno de accién directa 2-NF, la mayor inhibicion ejercida por el

EAB se obtiene empleando el método de pre-incubacién (Figs. 12-13; Tablas 17-18).
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Cepa TA100. Mutdgeno AZS. Método de incorporacién en placa

En la Fig. 14 se presentan los resultados obtenidos de las revertantes/placa de la
cepa TA100 inducidas por el mutageno de accidon directa AZS (rango de
concentraciones de 0,50-5,00 pg/placa).

En la figura se incluyen las curvas de dosis-respuesta correspondientes a las
revertantes/placa de S. typhimurium cepa TA100 inducidas por el mutageno AZS en
presencia de EAB (1,0 y 10,0 mg/placa) empleando el método directo de
incorporacion en placa.

En la Tabla 18 se presenta el nimero de colonias revertantes/placa de la cepa
TA100 inducidas por el mutdgeno AZS en el rango de concentraciones ensayadas
0,50-5,00 pg/placay el numero de revertantes inducidas por AZS co-incubado con el
EAB (1,0 y 10,0 mg/placa) utilizando el método de incorporacion en placa.

Puede observarse en la curva dosis-respuesta correspondiente a la AZS que el
nimero de revertantes/placa aumenta en forma significativa a medida que se
incrementa la concentracién del mutageno.

La co-incubacion del mutageno AZS en niveles de concentracién de 0,50 - 5,00
ug/placa con 1,0 y 10,0 mg/placa inducen un menor nimero de revertantes/placa
gue presentan diferencias estadisticamente significativas en comparaciéon con el

mutdgeno diagndstico (p<0,05).
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Fig. 13. Efecto antimutagénico del EAB frente a la mutagenicidad inducida por AZS-
utilizando S. typhimurium cepa TA100 (método de incorporacién en placa). H,
revertantes/placa inducidas por AZS; @, revertantes/placa inducidas por AZS en presencia
de 1,0 mg/placa del EAB; O, revertantes/placa inducidas por AZS en presencia de 10,0

mg/placa del EAB.

En la Tabla 18 se presentan los %l de la mutagénesis inducida por AZS cuando es co-
incubada con 1,0 y 10,0 mg/placa de EAB. Puede observarse que con el empleo de
1,0 mg/placa de EAB los %l estuvieron entre 5,0+1,9 y 7,443,1%, en el rango de
concentraciones del mutageno ensayado.

Con 10,0 mg/placa de EAB los %l fueron de 10,7+1,71 a 26,0+2,1% en el rango de

concentraciones del mutageno ensayado.

|
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Tabla 18. Numero de revertantes/placa de la cepa TA100 inducidas por AZS o por
AZS co-incubados con el EAB. %l de la mutagenicidad inducida por la AZS en

presencia de 1,0 y 10,0 mg/placa de EAB (método de incorporacién en placa).

ug/placa Rev. /placa Rev. /placa %l EAB Rev. /placa %l EAB
AZS AZS AZS+ EAB AZS+ EAB
1,0mg/placa 1,0mg/placa | 10,0mg/placa 10mg/placa
0,00 183+1° 18542 18542
0,50 1646+48" 1540+12" 7,4+3,1 1496417 10,045,1
2,50 2516436 2405+24" 5,0+1,9 2240+22" 10,7+1,7
5,00 3032+22" 2900+24" 5,0+2,4 2282+33" 26,0+2,1

%l: Porcentajes de inhibicidon del EAB frente a la mutagenicidad inducida por la AZS
®revertantes espontaneos. *, p<0,05

Cepa TA100. Mutageno azida sddica. Método de pre-incubacion

En la Fig. 15 se presentan los resultados obtenidos de las revertantes/placa de la
cepa TA100 inducidas por el mutdgeno de accidon directa AZS (rango de
concentraciones de 0,50-5,00 pg/placa). En la figura se incluyen las curvas de dosis-
respuesta correspondientes a las revertantes/placa de la cepa S. typhimurium
TA100, inducidas por el mutageno AZS en presencia del EAB (1,0 y 10,0 mg/placa)
empleando el método de pre-incubacion.

En la Tabla 19 se presenta el nimero de colonias revertantes/placa de la cepa
TA100 inducidas por el mutdgeno AZS en el rango de concentraciones testadas 0,50
— 5,00 pg/placa y las revertantes inducidas por AZS co-incubado con el EAB
(concentraciones ensayadas 1,0 y 10,0 mg/placa) utilizando el método de pre-

incubacion.
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En la Tabla se incluyen los %l de la mutagénesis inducida por el mutdgeno AZS
cuando se co-incubd con 1,0 y 10,0 mg/placa de EAB.

Pudo observarse en la curva dosis-respuesta correspondiente a la AZS que el
nimero de revertantes/placa aumenta en forma significativa a medida que se
incrementa la concentracién del mutageno. La co-incubacién del mutageno AZS en
niveles de concentraciéon de 2,50 y 5,00 pg/placa co-incubado con 1,0 y 10,0
mg/placa de EAB inducen un menor nimero de revertantes/placa que presentan
diferencias estadisticamente significativas a las obtenidas con el mutdgeno
diagndstico (p<0,05).

Asimismo, puede observarse que los revertantes/placa obtenidos no presentan
diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos con EAB (1,0 y

10,0 mg/placa) (p>0,05).

En la Tabla 19 se presentan los %l de la mutagénesis inducida por el AZS co-
incubado con 1,0 y 10,0 mg/placa de EAB. Pudo observarse que para 0,50 pg/placa
de AZS los valores de %l fueron de 50 y 11,0% (1,0 y 10,0 mg/placa
respectivamente). Para las concentraciones de mutageno 2,50 y 5,00 ug/placa, la
actividad antimutagénica del EAB varidé entre 26,0+2,1 y 41,0£2,0% para las dos

concentraciones de EAB ensayadas (1,0 y 10,0 mg/placa).
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Fig. 14. Efecto antimutagénico del EAB frente a la mutagenicidad inducida por AZS
utilizando S. typhimurium cepa TA100 (método de pre-incubacion). W, revertantes/placa
inducidas por AZS; @, revertantes/placa inducidas por AZS en presencia de 1,0 mg/placa

del EAB; O, revertantes/placa inducidas por AZS en presencia de 10,0 mg/placa del EAB.

Comparando los resultados de los %I en ambos métodos (ensayo de incorporaciéon
en placa y pre-incubacién) con la cepa testigo TA100 frente a la mutagenicidad
ejercida por el mutageno de accidon directa AZS, se logré una mayor inhibicidn

empleando el método de pre-incubacion (Tabla 18 y Tabla 19).
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Tabla 19. NUumero de revertantes/placa de la cepa TA100 inducidas por AZS vy

revertantes/placa inducidas por AZS co-incubadas con el.EAB %l de la

mutagenicidad inducida por la AZS en presencia de 1,0 y 10,0 mg/placa de EAB

(método de pre-incubacién).

ug/placa | Rev./ placa Rev. / placa %l EAB Rev. / placa %l EAB
AZS AZS AZS+ EAB AZS+ EAB
1,0mg/placa 1,0mg/placa | 10,0mg/placa 10,0mg/placa
0,00 219+21° 232+12 228+11
0,50 1431455 1360+13° 5,0+4,2 1303+130° 11,044,1
2,50 2140+38" 1643+28° 28+2,1 1676197 26,0+2,1
5,00 2867449 183248 40+2,0 1780+40° 41,0+2,0

%l: Porcentajes de inhibicidn del EAB frente a la mutagenicidad inducida por AZS

®revertantes esponténeas. *, p<0,05.

4.2.2. Ensayo con activacion metabdlica

Cepa TA98. Mutdgeno 2- AF. Método de incorporacion en placa

En la Fig. 16 se presentan los resultados obtenidos de las revertantes/placa de la
cepa TA98 inducidas por el pro-mutageno 2-AF (rango de concentraciones 0,25-2,50
ug/placa) con el agregado de activaciéon metabdlica (mezcla S9). En la misma se
incluyen las curvas correspondientes a las revertantes/placa de S. typhimurium cepa
TA98 inducidas por 2-AF en presencia del EAB (1,0 y 10,0 mg/placa) y mezcla S9.

En la Tabla 20 se presenta el numero de revertantes/placa de la cepa TA98
inducidas por el pro-mutageno 2-AF en el rango de concentraciones ensayadas 0,25
— 2,50 pg/placa y co-incubado con el extracto de EAB (concentraciones ensayadas

1,0 y 10,0 mg/placa), en presencia de la fraccién microsomal S9 y utilizando el
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método de incorporacion en placa. En la Tabla se incluyen los porcentajes de
inhibicién %l de la mutagénesis inducida por 2-AF en presencia de activaciéon
metabdlica cuando se co-incuba con 1,0 y 10,0 mg/placa de EAB.

Puede observarse en la curva dosis-respuesta correspondiente al pro mutageno 2-
AF en presencia de activacion metabdlica que el niumero de revertantes/placa
aumenta en forma estadisticamente significativa a medida que se incrementa la

concentracion del mutageno (p<0,05).
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Fig. 15. Efecto antimutagénico del EAB frente a la mutagenicidad inducida por el 2-AF con
activacion metabdlica utilizando S. typhimurium cepa TA98 (método de incorporacién en
placa). W, revertantes/placa inducidas por 2-AF; @, revertantes/placa inducidas por 2-AF
en presencia de 1,0 mg/placa de EAB; O, revertantes/placa inducidas por 2-AF en presencia

de 10,0 mg/placa de EAB.
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La co-incubacion del pro-mutageno 2-AF en niveles de concentracidn de 0,25-2,50
ug/placa con 1,0 y 10,0 mg/placa inducen un menor nimero de revertantes/placa,
gue presentan diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) y altamente
significativas p<0,01, en comparacion con el mutageno control (100% de
mutagenicidad) .

Tabla 20. Numero de revertantes/placa de la cepa TA98 inducidas por 2-AF y
revertantes/placa inducidos por 2-AF y co-incubados con el EAB con el agregado de

activacion metabdlica. %l de la mutagenicidad inducida por 2AF en presencia de 1,0

y 10,0 mg/placa de EAB (método de incorporacién en placa).

ug/placa | Rev./ placa Rev. / placa %l EAB Rev. / placa %| EAB
2-AF 2AF+S9 2AF+ EAB 2AF + EAB
1,0mg/placa 1,0mg/placa | 10,0mg/placa 10,0mg/placa

0,00 37+2° 3843 3246

0,25 959+40° 69545 28,1+2,9 326120 68,0+1,9
0,50 1583+13" 1165452° 28,0+0,7 311+8" 82,0+0,4
1,25 1769425 1169+40° 40,0+1,2 332+2" 73,0£0,6
2,50 23344126 1600457 32,05,6 489+3" 80,0£3,0

%l: Porcentajes de inhibicion del EAB frente a la mutagenicidad inducida por el 2- AF
revertantes espontdneos. *, p<0,05; **, p<0,01.

Se pudo observar que con el empleo de 1,0 mg/placa de EAB, los valores de %l
varian desde 28,1+2,9 a 40,0%1,2% en el rango de concentraciones del mutageno
ensayado.

Con la mayor concentracién del EAB estudiada (10,0 mg/placa) los %l fueron de

68,0+1,9 a 82,0+0,4% en el rango de concentraciones del mutageno ensayadas.
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Se pudo observar que el efecto antimutagénico del EAB frente a la mutagenicidad
inducida por el mutageno de accidon directa 2-AF, se acentla cuando la
concentracién del EAB es de 10,0 mg/placa.

Cepa TA98. Mutdgeno 2- AF. Método de pre-incubacién:

En la Fig. 17 se presentan los resultados obtenidos de las revertantes/placa de la
cepa TA98 inducidas por el pro-mutageno 2-AF (rango de concentraciones 0,25-2,50
ug/placa) con el agregado de activacion metabdlica (mezcla S9). En la figura se
incluyen las curvas correspondientes a las revertantes/placa de S. typhimurium cepa
TA98 inducidas por 2-AF en presencia de EAB (1,0 y 10,0 mg/placa) y mezcla S9
empleando el método de pre-incubacion.

En la Tabla 21 se presenta el nimero de revertantes/placa correspondientes a la
cepa TA98 inducidas por el pro-mutdgeno 2-AF en el rango de concentraciones
ensayadas 0,25 — 2,50 pg/placa y co-incubado con el extracto de EAB (1,0 y 10,0
mg/placa) en presencia de activacion metabdlica utilizando el método de pre-
incubacion. En la Tabla se incluyen los %l de la mutagénesis inducida por 2-AF en
presencia de activacion metabdlica cuando se co-incuba con 1,0 y 10,0 mg/placa de
EAB. Pudo observarse en la curva dosis-respuesta correspondiente al pro mutageno
2-AF en presencia de activacion metabdlica que el nimero de revertantes/placa
aumenta en forma estadisticamente significativa a medida que se incrementa la
concentracion del mutageno.

La co-incubacion del pro-mutdgeno 2AF en niveles de concentracién de 0,25 - 2,50

ug/placa con 1,0 y 10,0 mg/placa inducen un menor nimero de revertantes/placa
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que presentan diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) y altamente
significativas (p<0,01), en comparaciéon con el mutdgeno diagndstico (100% de

mutagenicidad).
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Fig. 16. Efecto antimutagénico del EAB frente a la mutagenicidad inducida por el 2-AF con
activacién metabdlica utilizando S. typhimurium cepa TA98 (método de pre-incubacion). W,
revertantes/placa inducidas por 2-AF; @, revertantes/placa inducidas por 2-AF en presencia
de 1,0 mg/placa de EAB; O, revertantes/placa inducidas por 2-AF en presencia de 10,0
mg/placa de EAB.

En la Tabla 21 pudo observarse que la co-incubacién del mutageno con 1,0
mg/placa de EAB arroj6 un %l de 28,0+0,5 a 41,0¢5,8% en el rango de
concentraciones de mutdgeno ensayado. Con la mayor concentracion del EAB
estudiada (10,0 mg/placa), los indices de inhibicion fueron de 84,0+0,2 a 92,0+2,1%

en el rango de concentraciones del mutageno ensayado.
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Tabla 21. Niumero de revertantes/placa de la cepa TA98 inducidas por el 2-AF y
revertantes/placa inducidos por 2-AF co-incubados con el EAB y con el agregado de
activacidon metabdlica y %l de la mutagenicidad inducida por 2-AF en presencia de

1,0y 10,0 mg/placa de EAB (método de pre-incubacion).

ug/placa | Rev./ placa Rev. / placa %l EAB Rev. / placa %l EAB
2-AF 2AF+S9 2AF+ EAB 2AF+ EAB
1,0mg/placa 1,0mg/placa | 10,0mg/placa 10,0mg/placa

0,00 46+3° 3043 3043
0,25 808+82" 478+13 41,045,8 88+13" 92,0+2,1
0,50 183620 1267+92° 31,0+1,0 235420 89,0+0,4
1,25 1890+10° 134570 28,0+0,5 310+13" 84,0+0,2
2,50 2285+45" 1414+8° 38,0+1,9 396+28" 84,0+0,9

%l: Porcentajes de inhibicidon del EAB frente a la mutagenicidad inducida por el 2- AF

®revertantes espontdneas. *, p<0,05; **, p<0,01

En esta condicion (método de pre-incubacién y con activacién metabdlica) se pudo
observar que el efecto antimutagénico ejercido por el EAB frente a Ia
mutagenicidad inducida por el mutageno de accién indirecta 2-AF sobre la cepa
TA98 se acentud cuando la concentracion de EAB fue de 10,0 mg/placa.

Comparando los resultados de los %l en ambos métodos (ensayo de incorporacién
en placa y pre-incubacidn) con la cepa testigo TA98 frente a la mutagenicidad
ejercida por el pro- mutageno 2-AF en presencia de activacion metabdlica, la mayor
inhibicién se logra empleando el método de pre-incubacidn, que es superior a el

método de incorporacion en placa. (Tabla 20 y 21).
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Cepa TA100. Mutdgeno 2- AF. Método de incorporacion en placa

En la Fig. 18 se presentan los resultados obtenidos de las revertantes/placa de la
cepa TA100 inducidas por el pro-mutageno 2-AF (rango de concentraciones 0,25-
2,50 pg/placa) con el agregado de activacion metabdlica (mezcla S9).

En la figura se incluyen las curvas correspondientes a las revertantes/placa de S.
typhimurium cepa TA100 inducidas por 2-AF en presencia de EAB (1,0 y 10,0
mg/placa) y mezcla S9.

En la Tabla 22 se presenta el nimero de revertantes/placa de la cepa TA100
inducidas por el pro-mutageno 2-AF en el rango de concentraciones ensayadas 0,25
— 2,5,0 pg/placa y co-incubado con el extracto de EAB (1,0 y 10,0 mg/placa) en
presencia de fraccion microsomal S9 utilizando el método de incorporaciéon en
placa.

En la Tabla se incluyen los porcentajes de inhibicién %l de la mutagénesis inducida
por 2-AF en presencia de activacién metabdlica cuando se co-incuba con 1,0 y 10,0
mg/placa de EAB.

Pudo observarse en la curva dosis-respuesta correspondiente al pro mutageno 2-AF,
en presencia de activacion metabdlica, que el nimero de revertantes/placa
aumentd en forma estadisticamente significativa a medida que se incrementd la

concentracion del mutageno (p<0,05).
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Fig. 17. Efecto antimutagénico del EAB frente a la mutagenicidad inducida por el 2-AF con
activacion metabdlica utilizando S. typhimurium cepa TA100 (método de incorporacidn en
placa). B, revertantes/placa inducidas por 2-AF; @, nimero de revertantes/placa inducidas
por 2-AF en presencia de 1,0 mg/ placa de EAB; O, revertantes/placa inducidas por 2-AF en

presencia de 10,0 mg/placa de EAB.

La co-incubacion del pro-mutageno 2-AF en niveles de concentracién de 0,25-2,50
con 1,0 y 10,0 mg/placa indujeron un menor numero de revertantes/placa con
diferencias estadisticamente significativas en comparacion con el mutageno sélo
(p<0,05). Pudo observarse en la Tabla 22 que el tratamiento con 1,0 mg/placa de
EAB arrojé6 %l que fueron desde 31,0+2,6 y 52,0£2,7% en el rango de
concentraciones del mutdgeno ensayado.

Con la mayor concentracidon del EAB estudiada (10,0 mg/placa), %I variaron entre

34,0+4,9y 56,0+2,5%.
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Tabla 22. Niumero de revertantes/placa de la cepa TA100 inducidas por 2-AF y
revertantes/placa inducidos por 2-AF co-incubados con el EAB y con el agregado de

actividad metabdlica. %l de la mutagenicidad inducida por el 2-AF en presencia de

1,0y 10,0 mg/placa de EAB (método de incorporacién en placa).

ug/placa | Rev./ placa Rev. / placa %l EAB Rev. / placa %l EAB
2-AF 2AF+S9 2AF+ EAB 2AF + EAB
1,0mg/placa 1,0mg/placa | 10,0mg/placa) 10,0mg/placa

0.00 2364582 14443 17543
0,25 660+30° 47045 37,045,8 5206 34,0+4,9
0,50 1390+9° 744+1° 52,0+2,7 793+2" 50,0+2,7
1,25 1580+20° 880+3" 41,0+2,7 810+3" 56,0+2,5
2,50 218045 1767426 31,0+2,6 127943 46,0+2,3

%l: Porcentajes de inhibicidn del EAB frente a la mutagenicidad inducida por el 2-AF
®revertantes espontaneos. *, p<0,05

En esta condicién, (método de incorporacidn en placa con activacién metabdlica) se
pudo observar el efecto antimutagénico del EAB frente a la mutagenicidad inducida
por el mutdgeno de accion directa 2-AF sobre la cepa TA100. Asimismo, no se
observan diferencias significativas en los %l de la mutagenicidad por 2-AF co
incubado con 1,0 0 10,0 mg/placa de EAB.

Cepa TA100. Mutageno 2-AF. Método de pre incubacidn.

En la Fig. 19 se presentan los resultados obtenidos de las revertantes/placa de la
cepa TA100 inducidas por el pro-mutageno 2-AF (rango de concentraciones 0,25-

2,50 pg/placa) con el agregado de activacion metabdlica (mezcla S9). En la figura se
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incluyen las curvas correspondientes a las revertantes/placa de S. typhimurium cepa
TA100 inducidas por 2-AF en presencia de EAB (1,0 y 10,0 mg/placa) y mezcla S9.

En la Tabla 23 se presenta el nUmero de revertantes/placa cepa TA100 inducidas
por el pro-mutageno 2-AF en el rango de concentraciones ensayadas 0,25-2,50
ug/placa y co-incubado con el extracto de EAB (1,0 y 10,0 mg/placa) en presencia
de activacion metabdlica utilizando el método de pre-incubacidn. En la Tabla se
incluyen los porcentajes de inhibicién %l de la mutagénesis inducida por 2-AF en
presencia de activacion metabdlica cuando se co-incuba con EAB.

Pudo observarse en la curva dosis-respuesta correspondiente al pro- mutageno 2-
AF en presencia de activacion metabdlica que el nimero de revertantes/placa
aumentd en forma estadisticamente significativa a medida que se incrementé la
concentracion del mutageno.

La co-incubacion del pro-mutageno 2-AF en niveles de concentracién de 0,25 - 2,50
con 1,0 y 10,0 mg/placa indujeron un menor nimero de revertantes/placa con
diferencias estadisticamente muy significativas con el mutdgeno diagndstico
(p<0,01)

Pudo observarse que con el empleo de 1,0 mg/placa de EAB los de %l variaron entre
91,0+0,7 y 100,610,0% en el rango de concentraciones del mutageno ensayadas.
Con la mayor concentracion del EAB (10,0 mg/placa), los %l variaron entre de
95,0+0,7 y 100,040,1% en el rango de concentraciones del mutageno ensayadas.
Bajo estas condiciones (método de pre-incubacién con activacion metabdlica) se

pudo observar un fuerte efecto antimutagénico del EAB frente a la mutagenicidad
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inducida por el mutdgeno 2-AF sobre la cepa TA100 el cual resulté ser
independiente de la concentracion de EAB agregada (1,0 y 10,0 mg/placa).

Comparando los resultados de los %I en ambos métodos (ensayo de incorporacion
en placa y pre-incubacién) con la cepa testigo TA100 frente a la mutagenicidad
ejercida por el pro mutageno 2-AF con activacién metabdlica, se logra una mayor

inhibicién empleando el método de pre-incubacién (Tabla 22 y 23).
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Fig. 18. Efecto antimutagénico del EAB frente a la mutagenicidad inducida por el 2-AF con
activacion metabdlica utilizando S. typhimurium cepa TA100 (método de pre-incubacion).
M, revertantes/placa inducidas por 2-AF; @, revertantes/placa inducidas por 2-AF en
presencia de 1,0 mg/ placa de EAB; O, revertantes/placa inducidas por 2-AF en presencia

de 10,0 mg/placa de EAB

|
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Tabla 23. Niumero de revertantes/placa de la cepa TA100 inducidas por el 2-AF y
revertantes/placa inducidos por 2-AF co-incubados con el EAB con el agregado de
activacion metabdlica. %l de la mutagenicidad inducida por el 2-AF en presencia de

1,0y 10,0 mg/placa de EAB (método de pre-incubacion).

ug/placa | Rev./ placa Rev. / placa %l EAB Rev. / placa %l EAB
2-AF 2AF+S9 2AF+(EAB 2AF+ EAB
1,0mg/placa) 1,0mg/placa | 10,0mg/placa 10,0mg/placa

0,00 130+122 13619 146+1
0,25 458+8" 15449 93,0+0,7 16213 95,0+0,7
0,50 592+7" 170+26 91,0+0,7 14617 100,0+0,1
1,25 6505 163+18 99,0+0,4 158+17 98,0+0,3
2,50 18087 14820 100,6+0,0 154416 99,0 +0,1

%l: Porcentajes de inhibicidn del EAB frente a la mutagenicidad inducida por 2- AF
®revertantes espontdneos. *, p<0,05; **,p<0,01

4.2.3. Comparacion de los métodos de incorporacion en placa y de pre-incubacién
A efectos de evaluar en forma conjunta los resultados encontrados en la actividad
antimutagénica del EAB empleando el ensayo de Ames en sus dos formas
metodoldgicas, se presentan los %l en forma conjunta en la Tabla 24.

Puede observarse en la tabla que en la mayoria de los ensayos el método de pre-
incubacién produce los mayores %l. Resulta importante recalcar que el mayor %l de
antimutagenicidad del EAB se logra con frente a la cepa TA100, sobre el mutageno
2-AF empleando activacion metabdlica. Ademas se observd que esta inhibicion fue
independiente de la concentracion de EAB ensayada (1,0 y 10,0 mg/placa). En la

Tabla 24, se puede observar que los porcentajes de inhibicidn obtenidos con el EAB,
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en esta condicion, son similares frente a cada concentracién de mutageno (0,25-

2,50 pug/ml) y para cada concentracion de EAB ensayadas 1,0 y 10,0 mg/placa.

Tabla 24. Porcentaje de inhibicidon de la mutagenicidad inducida por los mutagenos

2AF, 2NF y AZS en las cepas S. typhimurium TA98 y TA100 mediante los métodos de

incorporacion en placa (IP) y pre-incubacién (Pl); utilizando EAB (1,0 Y 10,0

mg/placa).

Cepa TA98 Cepa TA100
Ensayo  mezclaS9 Mutageno®  EAB1° EAB10° mezclaS9 Mutégeno®  EAB1® EAB10°
%l° %l ° %l° %l °
IP + 2AF + 2AF
0,25 28,1+2,9 68,0+1,9 0,25 37,045,8 34,044,9
0,50 28,0+0,7 82,0+0,4 0,50 52,0+2,7 50,0£2,7
1,25 40,0+1,2 73,0+0,6 1,25 41,0+2,7 56,0£2,5
2,50 32,015,6 80,0+3,0 2,50 31,0+2,6 46,0£2,3
Pl + 2AF + 2AF
0,25 41,045,8 92,0+2,1 0,25 93,0+£0,7 95,0+0,7
0,50 31,0£1,0 89,0+0,4 0,50 91,0+£0,7 110,0%0,1
1,25 28,0£0,5 84,010,2 1,25 99,0+0,4 98,0£0,3
2,50 38,0+1,9  84,00,9 250  100,060,0 99,0401
IP - 2NF - AZS
0,25 20,0+0,8 28,0+0,7 0,50 7,413,1 10,045,1
0,50 23,0+2,6 24,0+2,4 2,50 5,0+1,9 10,7+1,7
1,25 41,004 43,0+£0,4 5,00 5,0+2,4 26,0£2,1
2,50 46,0+4,4 56,5%4,0
Pl - 2NF - AZS
0,25 67,01£0,9 74,0£0,8 0,50 5,014,2 11,044,1
0,50 40,0414 59,0411 2,50 28,0421  26,042,2
1,25 71,0403  91,0:0,4 5,00 40,0+£2,0  41,0£2,0
2,50 64,0+0,5 81,0+0,7

? mg/placa, "ug/placa, “porcentaje de inhibicion, EAB1 (1,0mg/placa),EAB 10 (10,0

mg/placa).

El EAB produce un %l de la mutagenicidad inducida por el 2-AF entre 68,0£1,9 y

92,0+2,1% en la cepa TA98 en presencia de activaciéon metabdlica siendo mayor la

inhibicién aplicando el método de pre-incubacién. En este caso, la inhibicion es
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dependiente de la concentracién de EAB utilizada (1,0 y 10,0 mg/placa), siendo esta
inhibicion mayor cuando se ensayd la concentracién mayor 10,0 mg/placa. El EAB
produce los menores valores de %l con el empleo de AZS sobre la cepa TA100,
observdndose una inhibicion mayor empleando el método de pre-incubacién.

Esta cepa resulta ser menos sensible frente al efecto antimutagenico del EAB sobre
la mutagenicidad inducida por AZS.

4.3. Evaluaciodn de la actividad antimutagénica del acido clorogénico

Los resultados de antimutagenicidad encontrados con el EAB nos condujeron a
preguntarnos si el principal componente de los polifenoles detectados en el EAB, el
acido clorogénico, podria ser uno de los constituyentes presentes en el extracto
responsable y/o contribuyente de la antimutagenicidad observada en los
experimentos anteriores. Para ello, se evalué la actividad antimutagénica de
diferentes concentraciones de acido clorogénico utilizando las cepas TA98 y TA100
frente a la mutagenicidad inducida por los mutagenos diagndstico 2-AF, 2-NF y AZS
con y sin activacién metabdlica. Las concentraciones de 4cido clorogénico
estudiadas se seleccionaron considerando el valor hallado en el EAB mediante la
técnica de HPLC (2,05 mg de acido clorogénico/ml del EAB) y un valor 5 veces mayor
a éste. Por lo tanto, se empled una concentracion de acido clorogénico de 0,10
mg/placa (concentracién contenida en 10mg de EAB) y una concentracion 5 veces
mayor correspondiente a 0,50 mg/placa.

Se utilizé el método de pre-incubacién dado que resultd ser el que presentd mayor

sensibilidad en detectar la actividad antimutagénica del EAB.
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En la Tabla 25 se presenta el numero de revertantes/placa en las cepas TA98 y
TA100 inducidas por los mutagenos 2-AF, 2-NF y AZS en una Unica concentracion de
2,50 pg/placa y co-incubado con el acido clorogénico (0,10 y 0,50 mg/placa) con y
sin activacion metabdlica utilizando el método de pre-incubacion.

En la Tabla se incluyen los porcentajes de inhibicion %Il de la mutagénesis inducida
por los mutdgenos 2-AF, 2-NF y AZS con vy sin activacion metabdlica cuando se co-
incubé con acido clorogénico.

Para la cepa TA98 el acido clorogénico mostrd un efecto inhibidor de la mutagénesis
inducida por el 2-AF de 29,0+0,3% y de 84,0+0,1% para 0,10 y 0,50 mg/placa,
respectivamente.

El 4cido clorogénico en valores de 0,10 y 0,50 mg/placa presentd similar
comportamiento en los ensayos sin activacion metabdlica frente a la mutagénesis
inducida por el 2-NF, donde los %l fueron de 44,0+0,7 y 75,5£0,4%,
respectivamente.

La capacidad antimutagénica del acido clorogénico sobre la cepa TA100 frente a la
mutagenicidad inducida por 2-AF (con activacion metabdlica) resulté ser efectiva
para ambas concentraciones ensayadas presentando mayor efecto antimutagénico
cuando se ensayo la concentraciéon mayor de 0,50 mg/placa (98,9+0,1%).

Al analizar la capacidad antimutagénica del 4cido clorogénico frente al mutageno de
accioén directa AZS (cepa TA100) no se observd un efecto marcado en los valores del
%l segun las concentraciones utilizadas 0,10 y 0,50 mg/placa siendo de 36,0+0,3% y

41,0£0,72%, respectivamente.
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Tabla 25. Nimero de revertantes/placa de la cepa TA98 y TA100 inducidas por el 2-
AF, 2-NF y AZS co-incubados con el acido clorogénico (ACL) con y sin activacién

metabdlica empleando el método de pre-incubacion. %l de la mutagenicidad

inducida por los mutagenos en presencia de 0,10 y 0,50 mg/placa de ACL.

Mutageno | Rev/placa Rev/placa %Il ACL Rev/placa %I ACL
Cepa 2,50 mutdgeno | mutdgeno+ACL 0,10 mutageno+ACL 0,50

ug/placa 0,10 mg/placa) | mg/placa | 0,50 mg/placa | mg/placa)
TA98 2-AF+S9 | 2379+431° 16964125 29,0+0,3 398+37 84,0+0,1
TA98 2-NF 691+62° 330446 44,010,7 192430 75,5+0,4
TA100 | 2-AF+S9 | 2329+140° 656458 76,010,2 159+4 98,9+0,1
TA100 AZS 2300+280° 1520+88° 36,0+0,3 1443+51° 41,0+0,72

%l: Porcentajes de inhibicion del acido clorogénico frente a la mutagenicidad inducida por
2-NF, 2-NF y AZS. °control positivo. Valores en la misma fila con *, p<0,05,**p<0,01

respecto al control positivo

4.4. Andlisis comparativo del efecto antimutagénico ejercido por EAB y el acido
clorogénico

A efectos de comparar la actividad antimutagénica del EAB y la correspondiente al
acido clorogénico, se evaluaron en forma conjunta los %l sobre la mutagenicidad
inducida por los mutdgenos diagnéstico.

4.4.1. Ensayo sin activacion metabdlica

En la Fig. 20 A y B se representa los efectos antimutagénicos ejercidos por el acido
clorogénico (0,10 y 0,50 mg/placa) y el EAB (10,0 mg/placa) en presencia de las

cepas TA98 y TA100 , frente a la mutagenicidad inducida por los mutdgenos 2-NF y
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AZS (2,50 pg/placa). Para el analisis comparativo se utilizé 0,10 mg/placa de acido
clorogénico, que corresponde a la concentracidon de este compuesto en la muestra
de EAB (10,0 mg/placa) y una segunda concentracion de acido clorogénico 5 veces
mayor 0,50 mg/placa, que la contenida en el EAB (10mg/placa), con la finalidad de
evaluar la posible diferencia en la respuesta, segun las condiciones ensayadas. Para
la cepa TA98 (Fig. 20 A) el % | de la mutagenicidad inducida por el 2-NF empleando
0,10 mg/placa de ACL fue de 44,0+0,7% mientras que empleando 10,0 mg/placa de
EAB se observo un %l del 81,0£0,7%. Al incrementar la concentracion del acido
clorogénico a 0,50 mg/placa, el %l resulté ser de 75,5+0,4%.

Para la cepa TA100 (Fig. 20 B) los % | frente a la mutagenicidad inducida por AZS co-
incubado con 0,10 y 0,50 mg/placa de acido clorogénico fueron de 36,0+0,3 y
41,0+0,72% respectivamente, mientras que el EAB con 10,0 mg/placa presenté un
%I del 26,0+2,2%. Estos valores indican que en esta condicidn, el acido clorogénico a
concentraciones de 0,10 y 0,50 mg/placa, mostré una actividad antimutagénica

superior a la ejercida por el EAB 10,0 mg/placa.
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Cepa TA98 + 2-NF B -
100 - 100 Cepa TA100 + AZS

50 - 50 -

Porcentaje de inhibicion
Porcentaje de inhibicién

0,10 ACL 0,50 ACL 10,0 EAB 0,10 ACL 0,50 ACL 10,0 EAB
Dosis mg/placa Dosis mg/placa

Fig. 19. Efecto antimutagénico del acido clorogénico (ACL) 0,10 y 0,50 mg/placa (Barras
turquesa) y del EAB 10 mg/placa (Barra verde) frente a la mutagenicidad inducida por: A) 2-
NF (2,50 pg/placa) utilizando S. typhimurium TA98 sin activacion metabdlica B) AZS (2,50
ug/placa) S. typhimurium cepa TA 100 sin activacién metabdlica

4.4.2. Ensayo con activacion metabdlica

En las Figura 21 A y B se representa los efectos antimutagénicos ejercidos por el
acido clorogénico (0,10 y 0,50 mg/placa) y el EAB (10,0 mg/placa) en presencia de
las cepas TA98 y TA100, frente a la mutagenicidad inducida por el pro -mutdgeno.
2-AF, con activacion metabdlica.

Para la cepa TA98 (Fig. 21 A) los % | de la mutagenicidad inducidas por el 2-AF co-
incubado con 0,10 y 0,50 mg/placa de acido clorogénico fueron de 29,0+0,3 y
84,0+0,1% respectivamente, mientras que con 10,0 mg/placa de EAB se observd un
%I del 84+0,9%. Pudo observarse que la capacidad antimutagénica del EAB, resultd
semejante a la ejercida por la mayor concentraciéon ensayada de acido clorogénico

0,50 mg/placa.
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Fig. 20. Efecto antimutagénico del acido clorogénico (ACL) 0,10 y 0,50 mg/placa (Barras
turquesa) y del EAB 10,0 mg/placa (Barra verde) frente a la mutagenicidad inducida por el
2-AF (2,50 pg/placa) utilizando la cepa S. typhimurium con activacién metabdlica. A) cepa
TA98, B) cepa TA100

Para la cepa TA100 (Fig.21 B), los % | de la mutagenicidad inducidos por el 2-AF con
0,10 y 0,50 mg/placa de &acido clorogénico fueron de 76,0+0,2 y 98,9+0,1%
respectivamente, mientras que con 10,0 mg/placa del EAB %l fue del 99,0+0,1%.
Estos valores indicaron que 0,10 mg/placa de acido clorogénico tuvo una capacidad
antimutagénica menor que la ejercida por el EAB 10,0 mg/placa. Sin embargo
cuando se incrementd 5 veces la concentracidn de acido clorogénico, la capacidad

antimutagénica del acido clorogénico resulté semejante a la ejercida por el EAB.

-
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5. DISCUSION
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Esta Tesis Doctoral tuvo como objetivo general evaluar la accién antimutagénica de
un extracto acuoso de la especie vegetal B. articulata (EAB) mediante el Ensayo de
Ames utilizando las cepas de S. typymurium y empleando dos métodos de
evaluacién: el método de incorporacién en placa y pre-incubacidn. Para ello, resultd
relevante caracterizar previamente la composicidon quimica del EAB y evaluar la
actividad antioxidante asi como su actividad mutagénica y téxica.

Los resultados encontrados en el presente estudio referidos a la caracterizacién
guimica del EAB indicaron que el principal polifenol identificado fue el dacido
clorogénico con una concentracién de 2,05+0,11 mg/ml lo cual representaria 1mg
de 4cido clorogénico por cada 100 mg de EAB (1%).

El estudio de la actividad antioxidante producida por el EAB y el acido clorogénico
mostré un valor de CEso de 101,86 pg/ml y de 0,269 pg/ml respectivamente. La
actividad antioxidante del acido clorogénico resulté ser mayor que la obtenida para
el EAB, indicando que se requiere una concentracién menor de acido clorogénico
para lograr el 50% de la eficiencia inhibitoria.

Respecto a los resultados encontrados al evaluar la toxicidad tanto del EAB como
del acido clorogénico, estos indicaron que ambas fracciones no fueron téxicas para
las cepas de S. typhymurium TA98 y TA100, dentro del rango de las concentraciones
ensayadas.

Asimismo, se evalué la actividad mutagénica y se determind que, tanto el EAB como
el acido clorogénico, no resultaron ser mutagénicos empleando el Ensayo de Ames

como modelo experimental. Ello nos permitid continuar evaluando la posible
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capacidad antimutagénica del EAB y del 4cido clorogénico frente a la mutagenicidad
inducida por agentes mutagenos de accion reconocida tales como 2-AF, 2-NF y AZS.
Respecto a los estudios de antimutagenicidad, los resultados encontrados
empleando la cepa TA98 mostraron que el EAB presentd un efecto protector frente
a la mutagenicidad inducida por el mutdgeno 2-NF (ensayos sin activacion
metabdlica) que varidé con la concentracidon de EAB utilizada. Los valores de los %l
indicaron un efecto antimutagenico que resultd ser mayor cuando la concentraciéon
del EAB fue de 10,0 mg/placa. Comparando los resultados de los %l en ambos
métodos (ensayo de incorporacion en placa y pre-incubacidn), la mayor inhibicion
ejercida por el EAB se obtuvo empleando el método de pre-incubacién con valores
que variaron entre 59,0+1,1 y 91,0+0,4%.

De manera similar a lo mencionado anteriormente, para la cepa TA98 en los
ensayos con activacién metabdlica, el EAB presenté efecto antimutagénico frente a
la mutagenicidad inducida por el 2-AF utilizando 10 mg/placa, con %l que variaron
entre 89,0+0,4 y 92,0+2,1%| para los ensayos realizados con el método de pre-
incubacion y activacién metabdlica.

Al emplear la cepa TA100 se observé que el EAB presentd un efecto protector
frente a la mutagenicidad inducida por el mutageno 2-AF (ensayos con activacion
metabdlica) que varid con la concentracién de EAB utilizada. En forma similar, la
mayor inhibicion ejercida por el EAB se obtuvo empleando el método de pre-
incubacion con %l que variaron entre 95,0+0,7 y 100,0+0,0% utilizando 10 mg/placa

de EAB.
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Para la cepa TA100 en los ensayos sin activacion metabdlica, empleando la AZS
como mutageno diagndstico, en una concentracién de 10 mg/placa de EAB, el %l
varié entre 11,0£4,1- 40,0+2,0% con el método de pre-incubacién. Valores menores
de %l se obtuvieron empleando el método de incorporacién en placa.

De acuerdo a los resultados obtenidos, la discusiéon de esta Tesis Doctoral esta
planteada teniendo en cuenta la caracterizacién quimica, actividad antioxidante,
mutagénica y la capacidad antimutagénica del EAB.

5.1. Composicion quimica del EAB y evaluacion de la actividad antioxidante

Los estudios realizados en la presente Tesis Doctoral sobre los compuestos quimicos
presentes en el EAB analizados por HPLC permitieron determinar al &cido
clorogénico como el polifenol mayoritario de la muestra. En la bibliografia
internacional se confirma la presencia de este polifenol en diversas plantas como
llex paraguayensis, B. genistelloides, Pimpinela anisum, entre otras (Yoshimoto y
col., 2002; Marques y Farah, 2009). El acido clorogénico es un éster del acido
cafeico y el acido quinico. Otros estudios han demostrado que el acido clorogénico
(Fig. 22) es el compuesto mayoritario aislado del café, de hojas y frutos de las
plantas dicotiledéneas siendo el mas importante del grupo de fenoles bioactivos
(Olthof y col.,, 2001). En concordancia con nuestros resultados, estudios
fitoquimicos realizados sobre especies de Baccharis han identificado compuestos
tales como flavonoides, acidos fendlicos y diterpenos como constituyentes

principales en esta planta (Verdiy col., 2005).
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Respecto a la composicién quimica, Grecco y col. (2012) aislaron ocho flavonoides

(sakuranetina, naringenina, eriodictyol, apigenina, taxifolina, aromadendrina,

quercetina, kaempferol) y tres acidos clorogénicos (3,4-O-dicaffeoylquinic acid, 3,5-
O-dicaffeoylquinic acid, 4,5-O-dicaffeoylquinic acid) de las partes aéreas de B.
retusa. Estos autores concluyeron que la fitoquimica de esta especie es similar a la
de otros miembros del género Baccharis: B. dracunculifolia (Marques y Farah,
2009), B. trimera y B. usterii (Verdiy col., 2005; Simdes-Pires y col., 2005).

De acuerdo a Marques y Farah (2009) el principal grupo de compuestos fendlicos
encontrado en las plantas es el de los dacidos hidroxicinamicos; éstos estan
compuestos por el acido cafeico, ferulico y p-cumarico que son acidos trans-
cindmicos, naturalmente en estas tres formas o como mono éteres o di-esteres de
éstos compuestos con el acido quinico, conocidos genéricamente como la familia de
los acidos clorogénicos (Farah y Donangelo, 2006). Dentro de este grupo, los mas
frecuentemente hallados en la naturaleza son los acidos cafeilquinicos, acidos
dicafeilquinicos y los menos comunes los acidos feruloquinicos. Asimismo, cabe
sefialar que cada uno de estos grupos posee al menos tres isdmeros quimicos
(Palacios y col., 1999).

Los principales componentes quimicos y principios activos responsables de la
actividad estimulante digestiva colerética y colagoga informados para la especie de
Baccharis son los flavonoides, acidos cafeilquinicos y terpenoides (Simdes-Pires y

col., 2005).
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Fig. 21. Estructura quimica del acido clorogénico (5- cafeilquinico (CQA))

En estudios cromatograficos empleando HPLC realizados con extractos
hidroalcohdlicos de B. articulata y otras carquejas del mismo género, tales como B.
crispa y B. trimera, Palacios y col. (1999) demostraron la presencia de dacidos
fendlicos (acido cafeico, acido clorogénico y acidos isoclorogénicos). Estos autores
encontraron que B. crispa presentd un mayor contenido de acido clorogénico y de
isoclorogénico que B. articulata. Los niveles detectados de acido clorogénico para B.
crispa fueron de 0,35% y para B. articulata de 0,17% expresados como g/100 g de
material seco. Los niveles de isoclorogénico encontrados en B. crispa y para B.
articulata fueron de 1,51% y 1,14% expresados como g/100 g de materia seca
respectivamente. Solo trazas de 4acido cafeico fue encontrado en B. crispa y B.
articulata.

En el presente trabajo de Tesis Doctoral se detecté acido clorogénico en niveles de

2,05 mg/ml de EAB y considerando que la concentracidn inicial es de 1mg por cada
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100 mg de material seco, este valor indica que el contenido de acido clorogénico es
del 1% expresada como g/100 g de material seco.

Este valor resultd ser mayor a los informados por Palacios y col. (1999) pudiendo
deberse a las diferencias en la metodologia de extraccidon (extraccién metandlica)
de los acidos cafeilquinicos realizado por estos autores. Por otra parte, en nuestro
trabajo no se detectaron niveles de acido cafeico de manera similar a lo informado
en el trabajo de Palacios y col. (1999).

Castafieda y col. (2008) realizaron un estudio de la capacidad antioxidante de
diferentes plantas medicinales del Peru. Ellos informaron que el extracto acuoso de
las hojas de “lagarto caspi” Calophyllum brasiliense (arbol medicinal americano) en
una concentracién de 100 pg/ml presentd un porcentaje de inhibicion de DPPH* de
110,56%. Asimismo, el extracto metandlico de hipocétilo de Lepidium peruvianum
(200 pg/ml) mostré un porcentaje de inhibicion de DPPH* de 95,55%. Los extractos
acuosos de L. meyenii (200 pg/ml) y de Minthostachys mollis (50 pg/ml)
presentaron un porcentaje de inhibicidon de 88,21% y 92,41%, respectivamente. En
todos los casos, se utilizé como patrdn la actividad antioxidante promedio el acido
ascoérbico (Vitamina C) que resulté del 92,82%.

En el presente trabajo de Tesis Doctoral empleando una concentracién de 150
ug/ml del EAB se obtuvo un porcentaje de inhibicion de DPPH* de 76,1% indicando
que el EAB presentd una actividad antioxidante similar a la obtenida en los

extractos de las plantas anteriormente mencionados.
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Otros autores tales como Vieira y col. (2011) realizaron un analisis de la actividad
antioxidante de diferentes especies de Baccharis e informaron que la concentracion
eficiente (CEsp) para el extracto acuoso de B. articulata fue de CEsg = 26+2 pg/ml;
para el extracto acuoso de B. trimera fue de CEso = 301 pg/ml; para el extracto
acuoso de B. spicata fue de CEsg = 3612 ug/ml y para el extracto acuoso de B. usterii
de CEso= 1843 pg/ml. El control positivo para estas determinaciones fue quercetina
con un CEsg= 0,02 pug/ml, valor superior de actividad antioxidante al mostrado por
los extractos. Rodrigues y col. (2009) en un estudio realizado con la especie B.
trimera, que posee propiedades similares a B. articulata, informaron un valor de
CEso= 92,39 pug/ml, siendo los patrones utilizados por estos autores acido ascorbico
y rutina CEso= 4,03 y 18,93 ug/ml, respectivamente.

En el presente trabajo de Tesis Doctoral, el EAB mostré actividad antioxidante con
un valor de CEsp= 101,86 pg/ml utilizando como control positivo el acido
clorogénico. El valor de CEsq para el acido clorogénico fue de 0,269 pg/ml, indicando
gue la eficiencia inhibitoria del acido clorogénico frente al DPPH* resulté ser mayor
gue la obtenida para el EAB.

Madsen (1997) en base a estudios fitoquimicos realizados en especies del género
Baccharis identific6 compuestos fendlicos, fenilpropanoides y flavonoides que
poseen varias propiedades bioldgicas in vitro e in vivo. Estos efectos bioldgicos
fueron atribuidos mayoritariamente a la actividad antioxidante de estas hierbas
capaces de neutralizar radicales libres producidos por la peroxidacion lipidica o

iones metalicos responsables de la generacién de especies reactivas y del dano a
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biomoléculas esenciales.

De Oliveira y col. (2003) estudiaron la actividad antioxidante mediante el ensayo
DPPH* de los extractos acuoso y etandlico de B. articulata asi como las fracciones
de diclorometano, acetato de etilo y n-butanol obtenidos a partir de extractos
acuosos. Estos autores encontraron que la fraccion de n-butanol fue la mas activa
en su actividad antioxidante siendo el principal compuesto aislado e identificado el
4'-0-B-D glucopiranosil-3',5'-dimetoxibenzil-cafeato el cual representé el 2,5% del
total de los constituyentes y fue el responsable del efecto protector frente al estrés
oxidativo generado por el peréxido de hidrégeno.

De Oliveira y col. (2004) determinaron la actividad antioxidante de B. spicata, B.
trimera y B. uterii a través del ensayo TRAP (pardmetro de radical-atrapador de
antioxidantes) y TBARS (formacidn de especies reactivas por el dcido tiobarbiturico).
Los autores determinaron que la fraccidon n-butanol fue la mas activa en B. spicata y
B. trimera, sin embargo en B. uterii tanto la fraccién acuosa como la n-butanol Ia
actividad antioxidante resulté ser similar. En un trabajo previo (De Oliveira y col.,
2003) la fraccién n-butanol en B. articulata presentd la mayor actividad
antioxidante de la cual se aisl6 un compuesto denominado Ball (4'-O-B-D
glucopiranosil-3',5'-dimetoxibenzil-cafeato). Este compuesto no fue identificado en
B. spicata, B. trimera y B. uterii. Los autores sugieren lo anterior podria indicar la
presencia de diferentes compuestos quimicos (derivados fendlicos y terpenoides)

en las especies de Baccharis estudiadas.

-
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En la presente Tesis Doctoral, la actividad antioxidante obtenida para el EAB resulté
ser comparable a la presentada en la bibliografia de otros géneros de Baccharis
(Rodriguez y col., 2009).

A efectos de completar la caracterizacién del EAB se evalud el efecto toéxico y
mutagénico frente cepas de S. typhimurium mediante el Ensayo de Ames .

5.2. Evaluacidn del efecto toxico y mutagénico del EAB y del acido clorogénico
Existe abundante evidencia de los efectos benéficos de B. articulata sobre la salud
humana y animal. En la extensa bibliografia referida a la toxicidad de las diferentes
especies de Baccharis como ser B. trimera, B. crispa y B. articulata. (Debenedetti y

col., 2006). En otros trabajos, no se encontraron evidencias que indiquen toxicidad
ni efectos adversos en ensayos en via oral en ratones. La dosis administrada fue 100

veces superior al consumo humano habitual (extracto acuoso equivalente a 14,0 -
14,4 g de planta seca/kg de peso corporal) (Gorzalczany y col., 1999).

Respecto a su accidn bactericida, resulta importante tener en cuenta que algunos
compuestos quimicos presentes en los extractos de plantas ejercen accién
bactericida sobre las cepas bacterianas utilizadas en el Ensayo de Ames (Purchase y
col., 1976).

Los resultados de toxicidad encontrados en la presente Tesis Doctoral empleando
EAB en el rango de concentraciones (1,0 y 10,0 mg/placa) no presentd efectos
téxicos sobre las cepas de S. typhymurium TA98 y TA100 con vy sin activacion
metabdlica. Tampoco se observaron diferencias estadisticamente significativas en la

toxicidad con los métodos ensayados (incorporacidon en placa y pre-incubacion).

Lic. Maria de las Nieves Rodriguez Pagina 147



Estudio de la capacidad antimutagénica del extracto acuoso de Baccharis articulata (Lam.) Persoon

Respecto al acido clorogénico, en el rango de concentraciones estudiadas (0,05 y
0,50 mg/placa), no resulté ser toxico frente a las cepas TA98 y TA100 con el método
de pre-incubacién.

Respecto a la actividad mutagénica del EAB y del acido clorogénico, aplicando el
Ensayo de Ames, las cepas TA98 y TA100, nuestros resultados no indicaron efecto
mutagénico en el rango de concentraciones estudiadas.

Sin embargo, los estudios de mutagenicidad realizados por Borgo y col. (2004) con
un extracto acuoso de B. articulata en concentraciones de 62, 50, 125, 250 y 500
mg/placa empleando el Ensayo de Ames observaron una actividad mutagénica leve
a partir de 250 y 500 mg/placa con la cepa TA98 empleando el método de pre-
incubacion y sin activacién metabdlica. La diferencia encontrada con nuestros
resultados podria deberse a las altas concentraciones de extracto acuoso utilizada
por los autores (entre 25 y 50 veces mayores a los ensayados en esta Tesis Doctoral)
gue podrian producir una interferencia con el ensayo, permitiendo la duplicacién
bacteriana durante el estado de pre-incubacién (Chu y col., 1981).

Rodrigues y col. (2009) llevaron a cabo un analisis in vivo de genotoxicidad y anti-
genotoxicidad del extracto acuoso del género B. trimera, empleando el ensayo de
micronucleos y electroforesis de células unicas (ensayo cometa) en ratones
expuestos al extracto. Estos autores concluyeron que independientemente de la
dosis ensayada, no se observaron efectos genotdxicos, tanto en sangre periférica
como en higado de los animales tratados cuando la metodologia del ensayo cometa

fue empleada como biomarcador. Sin embargo, el extracto acuoso en

-
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concentraciones de 500, 1000 o 2000 mg/Kg de B. trimera aumenté la frecuencia de
micronulcleos en medula désea de ratdén, después de ser tratados tres dias
consecutivos, indicando capacidad clastogénica y/o aneugénica del mismo. Estos
autores encontraron ademds un efecto antigenotdxico, protegiendo el dafo
oxidativo sobre el ADN cuando la sangre de los ratones fue tratada in vivo con
perdxido de hidrégeno (Datos no mostrados). Los mismos autores sugieren que el
efecto antigenotdxico encontrado podria estar relacionado con la actividad
antioxidante del extracto acuoso de B. trimera.

Por otra parte, la actividad citotdxica del extracto acuoso frio de B. articulata fue
estudiada in vitro en linfocitos de sangre periférica de individuos humanos sanos en
concentraciones de 40, 78, 156, 313, 625 y 1250 pg/ml mediante tratamiento
continuo de 18-24 h (Cariddi y col., 2010). Asimismo, estos autores analizaron la
genotoxicidad inducida mediante el ensayo de micronucleos empleando ratones
Balb/c inyectados con 1800, 900 y 450 mg/kg de extracto acuoso de B. articulata.
Los estudios pusieron en evidencia que el extracto acuoso de B. articulata no
ejercid actividad citotdxica sobre linfocitos humanos, ni mutagénicos en eritrocitos
de médula ésea de ratén luego de 6 h de aplicacion (Cariddi y col., 2010). Sin
embargo, en un estudio posterior Cariddi y col. (2012) revelaron que el extracto
acuoso frio de B. articulata, mostré tener un efecto mutagénico cuando se
incremento el tiempo de exposicion a 24 y 48 h en las dosis ensayadas (900 y 1800
mg/Kg) incrementandose estadisticamente el nimero de microntcleos (p<0,05)

evaluados mediante un ensayo ANOVA empleando la comparacion multiple de
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Tukey. Los autores argumentaron que el tiempo de exposicion estaria influenciando
esta respuesta diferencial.

Los resultados encontrados en la presente Tesis Doctoral y otros que surgen de la
bibliografia consultada referidos a la evaluacién de la mutagenicidad por el Ensayo
de Ames, nos permite afirmar que el EAB y el dcido clorogénico son no tdxicos sobre
las cepas de S. typhymurium utilizadas (TA98 y TA100) ni mutagénicos en las
concentraciones ensayadas en los dos métodos estudiados (incorporacién en placa
y pre-incubacion), con y sin activacion metabdlica. Esto nos habilita a avanzar en la
discusién inherente a los ensayos de antimutagenicidad del EAB realizados con el
Ensayo de Ames.

5.3. Evaluacion de la actividad antimutagénica del EAB y del acido clorogénico
frente a mutagenos de accion conocida empleando las cepas TA100 y TA98 con y
sin activacion metabdlica

Existe en la bibliografia gran numero de estudios en los cuales las plantas
medicinales muestran su capacidad inhibitoria sobre mutagenos de reconocida
actividad mutagénica y carcinogénica. Entre la gran lista de posibles ejemplos, se
encuentran fundamentalmente las frutas, como: la arjuna o arjun arbol (Terminalia
arjuna) (Kaur y col., 2001), la guayava o guava (Psidium guajava) (Grover y Bala,
1993).

Diversos estudios realizados en ensayos bacterianos demuestran la clara capacidad
antimutagénica de algunos extractos de plantas, como son los provenientes del

arbol de la orquidea roja o bauhinia roja (Bauhinia galpinii), de la mariposa azul

-
Lic. Maria de las Nieves Rodriguez Pagina 150



Estudio de la capacidad antimutagénica del extracto acuoso de Baccharis articulata (Lam.) Persoon

(Rotheca myricoides), igual que tes chinos (Gunpowder Chinese y Japanese Sencha)
(Bunkova y col.,2005, Verschaeve y Van Staden, 2008).

En la bibliografia se encuentran gran cantidad de investigaciones previas que
examinan las propiedades antimutagénicas de hierbas e infusiones de plantas de
uso popular (Marnewick y col., 2000; Santana-Rios y col., 2001; ; Horn y Ferrad
Vargas, 2008). Muchos de estos trabajos fueron realizados utilizando el Ensayo
Ames como modelo experimental (Yen y col., 2001; ; Horn y Ferrad Vargas Vargas,
2003; Carifo-Cortéz y col., 2007). Como consecuencia se ha sugerido que tal efecto
protector podria estar relacionado con los flavonoides y/o taninos presentes en los
extractos acuosos, inactivadores potenciales de las enzimas involucradas en el
metabolismo de la mutagénesis (Horn y Ferrad Vargas, 2008).

En concordancia con los estudios anteriores, los resultados encontrados en la
presente Tesis Doctoral indican que el EAB resultd ser antimutagénico sobre la
mutagenicidad inducida por tres mutdgenos diagndstico (2-AF, 2-NF y AZS), en el
Ensayo de Ames en sus dos variantes, en las concentraciones estudiadas ,con las
cepas testigo seleccionadas y con y sin activacion metabdlica. Asimismo, el principal
compuesto detectado en el EAB correspondid al acido clorogénico, el cual también
mostrd ser antimutagénico en el rango de concentraciones ensayadas. En la Tabla
25 (acéapite 4.3.) se observan los indices de inhibicion del acido clorogénico sobre la
mutagenicidad inducida por los mutagenos 2-AF, 2-NF y AZS .en la cual se observa

una efectividad mayor al ensayar la concentraciéon mas alta del mismo (0,50

mg/placa).
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En la bibliografia algunos autores hacen mencién a la capacidad antimutagénica de
los polifenoles, los cafeilquinicos y sus derivados en ciertas plantas (Yoshimoto y
col., 2002). Otros autores mencionan los efectos inhibitorios del acido clorogénico y
el acido cafeico frente a los mutagenos Trp-P-1 y Glu-P-2 utilizando el Ensayo de
Ames (Yamada y Tomita, 1996).

Los resultados encontrados en la presente Tesis Doctoral son coincidentes con los
encontrados en la bibliografia respecto a la capacidad antimutagénica del acido
clorogénico. Por ello, estariamos en condiciones de afirmar que el EAB y el acido
clorogénico en los rangos ensayados es antimutagénico, utilizando el Ensayo de

Ames.

5.3.1. Evaluacidn del efecto antimutagénico del EAB utilizando dos variantes del
ensayo (incorporacion en placa y pre-incubacidn)

Diferentes autores han empleado el método de incorporacién en placa del Ensayo
de Ames para determinar la actividad antimutagénica de un xenobidtico (Nakasugi y
Komai, 1998; Abdullaev y col., 2003; Moreno y col., 2005; Guachalla 2006; Bunkova
y col., 2005).

Otros autores, sin embargo, utilizan el método modificado con pre-incubacién (Yen
y col., 2001; Santana-Rios y col., 2001; Pedreschi y col., 2006; Saito y col., 2006;
Carino-Cortez y col., 2007). Finalmente, otros autores implementan ambos métodos
para la evaluacion de la antimutagénesis de diversas sustancias, drogas e hierbas

(Ferrer y col, 2002; Anjana y col., 2007). Segun datos bibliograficos en todos los
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casos el ensayo con pre-incubacién resulta ser igual o mas sensible que el de
incorporacion en placa (Matsushima y col., 1980). Kaur y col., (2002) en su estudio
sobre la antimutagénesis ejercida por los extractos (fraccion metandlica, acetdnica,
benzoica y cloroférmica) de la planta medicinal Terminalia arjuna sobre la
mutagenicidad inducida por diferentes mutagenos (colorante acido negro, 4-nitro-
o-fenilenediamina y 2-AF) con la cepa testigo TA98 y utilizando ambos métodos
(incorporacién en placa y pre-incubacidn) concluyen que el efecto inhibitorio de la
mutacion por las fracciones estudiadas fue similar en ambos métodos. Anjana y col.
(2007) de manera similar encuentran que para la cepa TA100 utilizando el ensayo
de incorporacidon en placa y pre-incubacién y mutdgenos de accion directa, los
valores de inhibicién fueron similares.

Nuestros resultados indicaron que el método de pre-incubacién mostré mayor
sensibilidad que el método de incorporacién en placa en todas las condiciones
ensayadas.

Similares resultados fueron obtenidos por Carifio-Cortés y col. (2007) quienes
observaron una mayor inhibicién de la mutagénesis empleando el método de pre-
incubacién al evaluar extractos de Stevia pilosa y Stevia eupatoria empleando el
Ensayo de Ames. Estos autores vinculan los hallazgos a la formacién de metabolitos
antimutagénicos de corta duracidon que podrian tener una mejor oportunidad de
reaccionar con la cepa de ensayo en el pequefio volumen de la mezcla de

preincubacién.

Lic. Maria de las Nieves Rodriguez Pagina 153



Estudio de la capacidad antimutagénica del extracto acuoso de Baccharis articulata (Lam.) Persoon

Considerando que tanto el EAB como el acido clorogénico resultaron ser
antimutagénicos frente a las cepas testigo y los mutdgenos diagndstico, resulta de
interés evaluar en forma comparativa estos efectos.

5.3.2. Comparacion de los efectos antimutagénicos del EAB y del acido clorogénico
El analisis comparativo del efecto antimutagénico del EAB y del acido clorogénico
revelan que cuando se ensayod el acido clorogénico en la concentracidn contenida
en los 10,0 mg/placa del EAB (correspondiente a 0,10 mg/placa de a&cido
clorogénico) el EAB mostré mayor eficiencia protectora.

La comparacién de la actividad antimutagénica entre el EAB y el dcido clorogénico
indicé que se necesitd una concentracion 5 veces mayor de acido clorogénico para
alcanzar una actividad antimutagénica similar a la observada en el EAB. Esto nos
estaria indicando que la capacidad antioxidante, tanto del EAB como del acido
clorogénico contenido en la muestra, tendria vinculacién con el efecto
antimutagenico. Es probable que el EAB contenga otros compuestos antioxidantes
(flavonoides, y otros cafeilquinicos) que podrian contribuir a la capacidad
antimutagénica observada la cual es mayor a la observada con el acido clorogénico
puro.

Por otra parte, el efecto antimutagénico observado en el EAB con tres diferentes
mutdgenos ensayados sugeriria que éste extracto podria tener diferentes
mecanismos de accion por parte de cada uno de los mismos, los que serian
responsables de las variaciones observadas. Ello es objeto de analisis en los

siguientes puntos.
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5.4. Posibles mecanismos de antimutagénisis del EAB frente a diferentes
mutagenos y cepas selecionadas

A efectos de evaluar el mecanismo de la actividad antimutagénica se han propuesto
dos categorias de antimutagenos denominados desmutdgenos y bioantimutagenos
de acuerdo a su modo de accion. Segun se definid en el acdpite 1.14, los
desmutdgenos son compuestos que inactivan al mutdgeno antes que este sea
incorporado en la célula bacteriana e incluyen los que actian directamente sobre el
mutageno o sobre la actividad del mutdgeno. Otros desmutdgenos, en cambio
inhiben la accién de las enzimas del sistema P450 durante la activacion metabdlica
del mutdgeno.

Por otra parte, los bioantimutdgenos son compuestos que actlan sobre la
reparacion del DNA después de que el mutageno ha infligido su dafio en el mismo. A
efectos de proponer un posible mecanismo de la antimutagenicidad encontrada en
el EAB se presenta a continuacidn un analisis de la capacidad inhibitoria del EAB
ejercida frente a cada mutageno diagnostico y la cepa testigo seleccionada.

5.4.1. 2-AF

El mecanismo exacto por el cual EAB inhibe la mutagenicidad de 2-AF no se conoce
hasta el presente. Sin embargo, algunas sugerencias se pueden hacer sobre la base
de los resultados encontrados en la presente Tesis Doctoral y aquellos informados
previamente por otros grupos de investigacion (Carifio- Cortés y col., 2007; Horn y
Ferrad Vargas, 2008). Para ello resulta importante considerar las rutas metabdlicas

del mutdgeno 2-AF y las cepas testigo empleadas (TA98 y TA100).
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Las aminas aromaticas, como lo es el 2-AF, son mutagénicas a través de un proceso
de reduccién que genera un radical anién nitro. La principal ruta de activacién
metabdlica en la N-oxidacion a hidroxilamina es mediante la enzima citocromo
P4501A2 y la subsecuente activacién por la enzima N-acetiltransferasa (NAT) (Dong
y Guengerich, 1995). El 2-AF es un mutageno que precisa de activacion metabdlica
en la forma electrofilica para ser mutagénico y carcinogénico (Hereflich y Neft,
1994). En la Fig. 23 se presenta la estructura molecular del 2-AF.

Ames y col. (1972) demuestran que ciertos metabolitos del carcinégeno 2-AF
(especialmente 2-NF y N- hidroxi-2-aminofluoreno) y los derivados de cinco aminas
aromaticas son carcinogénicas e inductores de mutaciones de corrimiento de marco
de lectura.

El 2-AF, al igual que otras aminas aromdticas (N-2- acetilaminofluoreno (AAF), y su
derivado N-2-(acetilamino) 7- iodofluoreno (AAIF), introducen aductos en el ADN y
son considerados como mutdgenos que otorgan importante informaciéon en
relacion a la actividad metabdlica en procesos de mutagénesis y carcinogénesis
(Hereflich y Neft, 1994). Ademas de ser los mas estudiados por generar aductos en
la posicién C8 de la guanina del ADN, su estudio aporta informacién acerca de las

consecuencias biolédgicas del dafio sobre el mismo.

NH,

Fig. 22. Estructura quimica del 2-AF
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En la Fig. 24 se resume el proceso metabdlico de las aminas aromaticas vy
compuestos relacionados.

Respecto a las cepas utilizadas en el Ensayo de Ames, la cepa testigo TA100
presenta una mutacién en el gen histG46 que codifica para la primera enzima de la
biosintesis de histidina. Esta mutacion sustituye prolina por leucina en la secuencia
del ADN (Ames, 1971). La cepa TA100 detecta mutdgenos que causan sustitucion de
pares de bases que podria depender de las especies reactivas generadas por la N-
oxidacion del compuesto (Levine y col., 1994).

La cepa testigo TA98 presenta una mutacién HisD3052 (-1) de corrimiento de marco
de lectura (delecién del par de bases G-C). Esta mutacién posee, ademas del
complejo del corrimiento del marco de lectura, una sustitucidon de base (Levin y col.,
1982). La mutacion que causa corrimiento del marco de lectura es revertida por
mutdgenos dependientes de la estructura molecular plana del compuesto activo y
permite su interacciéon con el ADN (Levine y col., 1994). Esta mutacién compleja
también requiere la presencia de sitios moleculares capaces de formar aductos en
el ADN (mayoritariamente C-8-G). Este efecto es inducido por las aminas aromaticas

en presencia de activacién metabdlica (Levine y col., 1994).

|
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Fig. 23. Descripcion del metabolismo del AAF y AF y compuestos relacionados AAF: N-2-

acetilaminofluoreno; NF: 2-nitrofluoreno; N-Aco-AAFF: N-acetoxi-N-2-acetilaminofluoreno;
N-Aco-AF: N-acetoxi-N-2-aminofluoreno; N-OH-AAF: N-hidroxi-N-2- acetilaminofluoreno;
OH-AAF: varios C-hidroxilados derivados del AAF; N-OH-AF: N-hidroxi-N-2-aminofluoreno.
Enzimas activas: P450: citocromo monoxigenasas; NR: nitroreductasas; NAT: N-

acetiltransferasa; NOAT: N,O-acetiltransferasa (modificado de Hereflich y Neft, 1994)

Existen diversos estudios de antimutagénesis realizados con extractos de plantas
empleando el Ensayo de Ames (cepas TA98 y TA100) y el mutageno diagnostico 2-
AF.

Horn y Ferrad Vargas (2008) evaluaron la antimutagenicidad de extractos acuosos

de tres especies pertenecientes a la familia Asteraceae y Lamiaceae (plantas de uso
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medicinal popular en Brasil) utilizando el Ensayo de Ames. Demostraron que los
mismos presentaron un efecto antimutagénico muy significativo frente a la
mutagenicidad inducida por el pro-mutageno 2-AF (5 pg/placa) utilizando el método
de pre-incubacién encontrando un porcentaje de inhibicidon de la mutagenicidad del
67% y 100% para la cepa TA98 y TA100, respectivamente. Los autores sugieren que
este efecto protector posiblemente esté relacionado con las propiedades descriptas
para los flavonoides y/o taninos actuando como inactivadores potenciales de las
enzimas comprometidas con el metabolismo del mutageno. En concordancia con lo
anterior, nuestros resultados indicaron que al co-incubar el EAB con el pro-
mutdageno 2-AF (2,50 pg/placa) se obtuvo un %l en un rango de 95,0+0,7-100,0+0,1
% (para la mayor concentraciéon de EAB 10,0 mg/placa) y de 84,0+0,2-92+2,1%l con
las cepas TA100 y TA98, respectivamente, utilizando el método de pre-incubacion
(Tabla 24).

Numerosos autores sugieren que el efecto inhibitorio ejercido por diferentes
extractos de plantas y hierbas frente al pro-mutageno 2-AF podria deberse a un
proceso de desactivacién del pro-mutdgeno mediado por el bloqueo de las enzimas
comprometidas con el metabolismo del mutageno (Teel, 1986; Calomme vy col.,
1996; Shih y col., 2000; Kweon y col., 2001; Chan vy col., 2011; Yun y col., 2012).
Asimismo, Kaur y col. (2001) analizaron la capacidad inhibitoria de los extractos del
té negro y Oolong frente a la mutagenicidad inducida por el 2-AF utilizando el
Ensayo de Ames con la cepa TA98 y TA100. Estos autores sugieren que algun

compuesto antimutageno presente en las fracciones de los extractos de té
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interactuarian especificamente con el sistema microsomal citocromo P450 del
homogeneizado de higado, necesario para la activacién del mutdgeno. De manera
semejante, Carifio- Cortés y col. (2007) analizaron la antimutagénesis ejercida por
los extractos de las plantas medicinales tales como Stevia pilosa y Stevia eupatoria
mediante el Ensayo de Ames frente al mutdgeno indirecto 2-aminoantraceno
utilizando las cepas TA98 y TA100 y el método de pre-incubacion. Estos autores
demostraron que para ambas cepas y en ambas especies de plantas, la inhibicion de
la mutagenicidad mostré un porcentaje de inhibicion del 94-99%. Los mismos
sugieren que la reduccion de la mutagenicidad del 2-aminoantraceno podria
deberse a la capacidad de los extractos de estas plantas de interferir con la
activaciéon metabdlica del pro-mutdgeno, funcionando asi como un agente
bloqueador.

Segun De Flora (1997), los inhibidores de la mutagénesis y de la carcinogénesis
actuan por impedimento o modulacion de la cascada de eventos involucrados en los
pasos consecutivos de las mutaciones y el cancer. Por otro lado, otros estudios
realizados sobre la capacidad inhibitoria de fenoles naturales presentes en las
plantas (e.g., ferulico, cafeico, clorogénico y eldgico) sobre la mutagénesis del
benzo(a)pireno, utilizando el Ensayo de Ames como modelo experimental, pondrian
en evidencia que una concentracidon relativamente alta de acido clorogenico,
ferulico y cafeico (dosis de 150, 75 y 50 nmol respectivamente) es requerida para

bloquear la mutagenicidad del benzo(a)pireno en un 50% (Wood y col., 1982) .
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Asimismo, estos autores demostraron que el efecto antimutagenico de los fenoles
resulta de la interaccion directa con el benzo(o)pireno 7,8-diol-9, 10-epoxido-2.
Varios autores sugieren que la respuesta antimutagénica podria vincularse a la
inhibicién competitiva de las isoenzimas del citocromo P450 presentes en el higado
(Edenharder y col., 1993; Edenharder y Tang 1997; Edenharder y col., 2003).
Buening y col. (1981) también postularon que algunos flavonoides son potentes
inhibidores de citocromo P450 reductasa. Este tipo de actividad protectora, después
de la activacion metabdlica, ha sido relacionada con la funcion de las isoformas del
citocromo P450 en el sistema de desintoxicacion con reductasa y/o oxigenasa, cuya
funcién en el sistema antioxidante es neutralizar compuestos que generan radicales
de oxigeno, radicales libres y especies reactivas del oxigeno (Kappus, 1986). Por lo
tanto, el mayor potencial antimutagénico observado en ensayos se observa siempre
en presencia de la fraccion microsomal metabdlica. Esto puede estar relacionado
con la activacion de un citocromo P450 que media la oxidacién de promutagenos
(Mitscher y col., 1986). En este sentido, se ha informado que el compuesto quimico
luteolina (una flavona encontrada en B. trimera) es un potente inhibidor del CY1A2
(Edenharder y col., 1993). Este compuesto es conocido como fuerte desmutdgeno y
muestra una importante actividad antimutagénica llegando a valores cercanos al
94%l (Samejima y col., 1995).

Del analisis de la bibliografia, se desprende que la mayoria de los extractos de
plantas frente al pro-mutageno 2-AF ejercerian su accién antimutagénica mediante

el mecanismo de tipo desmutagenos.
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Los resultados encontrados en la presente Tesis Doctoral indicaron que el EAB
mostré capacidad antimutagénica frente al mutdgeno indirecto 2-AF. Estos
resultados permitirian sugerir que compuestos presentes en el EAB podrian
interactuar con algunas enzimas especificas presentes en la activacién metabdlica
gue resultan necesarias para la metabolizacién del pro-mutageno.

Teniendo en cuenta que el Ensayo de Ames es una prueba basada en la reversién de
la mutacion, la diferente respuesta de las cepas bacterianas resulta dependiente de
la mutacién puntual que genera su condicidn auxétrofa his’,

Cuando la cepa TA100 fue utilizada como indicadora, el efecto inhibitorio resulté
independiente de las concentraciones ensayadas y se obtuvo una inhibiciéon
completa de la mutagenicidad inducida por 2-AF en presencia del EAB con el
método de pre-incubacidn (Fig 19). Por el contrario, cuando se utilizé la cepa TA98
como cepa indicadora, el efecto protector del EAB se comporté dependiente de las
concentraciones utilizadas (Fig. 16 y 17) y se observé un efecto antimutagénico
parcial. Ello nos indicé que la actividad inhibitoria del EAB frente al pro-mutageno 2-
AF se comporta en forma diferente y muy probablemente debido a la diferencias
genotipicas de la cepa testigo utilizada TA100 o TA98.

Por otra parte, entre los constituyentes del EAB encontramos al acido clorogénico
gue ha mostrado una actividad antioxidante y antimutagénica efectiva frente a la

mutagenicidad inducida por el 2-AF en las cepas TA98 y TA100 (Acapite 4.4.2).
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Nakasugi y Komai (1998) analizaron la actividad antimutagenica de cuatro flavonas
aisladas de B. trimera (cirsimaritina, hispidulina, apigenina y luteolina) las cuales
mostraron fuerte actividad antimutagénica (72-90%l) en el Ensayo de Ames.

Se ha informado que el acido clorogénico suprime la actividad mutagénica de la N-
metil-N-nitro-nitrosoguanidina en S. typhimurium cepa TA1535 por captura de
productos electrofilicos generados por los compuestos carcinogénicos (Chen y col.,
1996).

Nuestros resultados sugieren que tanto el EAB como el acido clorogénico podrian
estar involucrados en la captura de productos electrofilicos debido a que ambos
mostraron propiedades antioxidantes inhibiendo al radical libore DPPH* como se
presentd en este trabajo de Tesis Doctoral (Acdpite 4.1.2). Por ello, la actividad
antimutagénica del EAB observada podria estar vinculada con la inhibicion de la
ruta de reduccién de las aminas aromaticas. Una interpretacion similar se encuentra
en los trabajos de Beudot y col. (1998); estos autores informan sobre la actividad
antimutagénica de flavonas sintéticas evaluadas mediante el Ensayo de Ames
empleando 2-AF como mutageno de referencia.

De esta forma, podriamos inferir que los compuestos presentes en el EAB podrian
ejercer su accién antimutagénica mediante un mecanismo denominado
desmutageno.

5.4.2. 2-NF

Los fluorenos, pirenos y fluorantenos son los hidrocarburos policiclicos aromaticos

que se encuentran en gran cantidad en la atmdsfera, siendo el 2-NF (Fig. 25) y el

|
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nitroareno dominantes en la misma, seguido por los nitrofluorenos, 3-
nitrofluorantreno y nitropirenos (Edenharder y Tang, 1997).

El 2-NF es un mutageno de accidon directa, reconocido como iniciador y promotor
del proceso de carcinogénesis y formacidon de aductos en el ADN de células de
animales de laboratorio (Mdller, 1994). Es conocido que en mamiferos expuestos en
condiciones de laboratorio, este agente después de ser inhalado, produce potentes
metabolitos mutagénicos. Entre los mismos se pueden mencionar nitrofluorenos
hidroxilados que migran al torrente sistémico. A su vez después de ser inhalado es
reducido por la microflora intestinal a su correspondiente amina, el AAF, el cual es
un potente carcinégeno (Fig. 24) (Hereflich y Neft, 1994). La induccién del sistema
P450 afecta a este metabolito y se forma mayor cantidad de N-OH-AAF, un potente

agente mutagénico (Moller, 1994; Bichara y Fuchs, 1985).

Fig. 24. Estructura quimica del mutadgeno 2-NF

Mosovska y col. (2010) analizaron el efecto antimutagénico de diferentes extractos
de pseudocereales (Amarantus sp., Sorghum bicolor y Echinochloa frumentacea)
frente al mutdgeno de accién directa 2-NF y confirmaron que la inhibiciéon

producida por estos extractos es dependiente de la concentracion de los mismos.
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En el presente trabajo de Tesis Doctoral, el EAB presentd, bajo nuestras condiciones
ensayadas, un efecto antimutagénico frente a la mutagenicidad inducida por el
mutdgeno de accién directa 2-NF, con la cepa testigo TA98.

El 2-NF actia como mutdgeno de accidn directa e induce mutaciones de
corrimiento de marco de lectura debido a la formacién de aductos (Rosenkranz y
Mermelstein, 1983). La mutacion depende de la forma planar de la molécula del
compuesto activo, lo cual permite su intercalacién en el ADN.

Horn y Ferrad Vargas (2003) proponen que los extractos de plantas probablemente
puedan ejercer su efecto protector por un mecanismo de intercepcién del
mutdgeno. Asimismo, estos autores proponen que también podrian actuar
desactivando el 2-NF y asi, por consiguiente, bloquear la inducciéon de dafo del
mutageno en el ADN.

Rossi y col. (2003) estudiaron la capacidad antimutagénica de la planta
sudamericana Sangre de Drago (Croton lechleri, Euphorbiaceae), utilizada en
medicina folclérica, y encontraron que la capacidad protectora frente a la
mutagenicidad inducida por el 2-NF en la cepa TA98 resultd ser moderada, con un
%! de 45% al utilizar 500 pg/placa.

Horn y Ferrad Vargas (2003) informaron resultados interesantes en relacién a la
capacidad antimutagénica demostrada en dos plantas medicinales, Maytenus
ilicifolia y Peltastes peltatus, ricas en flavonoides y taninos. La mayor inhibicion
frente a la mutagenicidad inducida por el 2-NF utilizando la cepa TA98 la obtuvieron

con M. ilicifolia en las dosis de 125 6 375 mg/placa con un %l de 50,56 6 52,90%
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respectivamente. Estos autores concluyen que esta proteccion frente a la
mutagenicidad del agente seria mediada a través de un mecanismo de intercepcion
del mutageno, mds que por alteracién de la actividad enzimatica. La desactivacion
se produciria bloqueando directamente el 2-NF, no permitiendo de esta manera
ejercer dafio sobre el ADN bacteriano.

Evandri y col. (2005) en estudios similares y utilizando también la cepa TA98, para
analizar la capacidad antimutagénica del aceite de lavanda (Lavandula angustifolia)
frente al mutageno 2-NF, obtienen un %l maximo frente al 2-NF del 66,4% con una
concentracion de 0,28 mg/placa. En coincidencia con los autores antes
mencionados, sugieren que el aceite de lavanda probablemente protege el ADN de
la mutacién mediante la interceptacion del agente mutagénico. Estos autores
agregan que este efecto inhibidor del aceite de lavanda seria directamente ejercido
por un mecanismo de desactivacion del 2-NF bloqueando asi el mutdgeno que dana
el ADN.

Cabe mencionar que otros autores, luego de analizar los nitro derivados
(nitroarenos), como el 2-NF, frente a la capacidad inhibitoria de varios compuestos
de la clase de los polifenoles, plantean en forma especulativa otro mecanismo
factible y concebible, tal como la interferencia con el mecanismo que conduce a la
mutagenicidad o los efectos de los flavonoides sobre el sistema de reparacion,
fijacion y expresion del dafio causado por el 2-NF, 2-3-nitrofluorantreno vy

nitropirenos (Edenharder y Tang, 1997).
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Otro posible mecanismo propuesto para la accidon protectora ejercida por los
extractos de plantas es la adsorcion de los mutagenos, los que han sido asociados a
pigmentos pirrolicos tales como la clorofila (Arimoto y col., 1995; Ferguson y col.,
2004; Nogueira y col., 2006).

Nuestros resultados muestran que el EAB ejerce un efecto antimutagénico frente al
mutdgeno de accidn directa 2-NF (sin activacién metabdlica), lo cual excluiria alguna
interaccion entre los componentes del EAB y el sistema de enzimatico presente en
la activacion metabdlica.

Asimismo, el principal compuesto hallado en el EAB (acido clorogénico), también
mostré una actividad antimutagénica efectiva frente a la mutagenicidad del 2-NF en
la cepa TA98 (Acapite 4.2.1). La mayor inhibicién de la mutagénesis se logré con la
mayor concentracion de clorogénico ensayada (0,50 mg/placa). En esta
concentracion, el acido clorogénico mostré un efecto antimutagénico frente al 2-NF
presentando un %l del 75,5+0,4%.

De esta forma, podriamos sugerir que los compuestos presentes en el EAB podrian
ejercer su accién antimutagénica frente al 2-NF mediante un mecanismo de
desmutdgenos, a través de un mecanismo de intercepcion, bloqueando
parcialmente el agente de accién directa 2-NF.

5.4.3. AZS

La AZS es un potente mutageno (Fig. 26) y un agente muy comun en los laboratorios
guimicos, ademas de ser extensamente utilizado en los laboratorios industriales

(gas nitrégeno de los “airbags” de los autos, entre otros ejemplos), la agricultura,
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practicas médicas y en estudios de sintesis organica. Quimicamente es la base
conjugada del dacido hidrazoico, es un anién linear que tiene propiedades
isoeléctricas con CO;, y N,O. Segun la teoria del enlace de valencia, la AZS puede ser
descripta con diferentes estructuras resonantes, siendo una de la mas importante la

que se presenta a continuacion.

+

Na
- + -
N=—/N=—N
Fig. 25. Estructura quimica de la AZS

Anjana y col. (2007) en estudios realizados con extractos metabdlicos de la planta
espino amarillo (Hippophae Rhamnoides Linn.) planta medicinal india, demostraron
un efecto antimutagénico moderado frente a la AZS empleando el Ensayo de Ames
y las cepas TA98 y TA100, con un %l en el rango de 41-46% respectivamente para
una concentracién de 2,50 x 10’ mg/ml. Estos autores sugieren que la capacidad
inhibitoria de estos extractos probablemente sea a través de un mecanismo
antioxidante.

Rossi y col. (2003) realizaron estudios de la capacidad antimutagénica de la planta
medicinal Croton lechleri frente a la mutagenicidad de la AZS y concluyeron que una
concentracion de 1mg/placa de la planta posee una leve actividad antimutagénica

con %l de 34%.

|
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Similares valores de %l se obtuvieron en el presente trabajo de Tesis Doctoral con el
EAB en concentraciones de 1,0 y 10,0 mg/placa frente a la mutagenicidad de la AZS
gque mostré una baja efectividad llegando a valores maximos de inhibicion de
40,042,0 y 41,04£2,0% respectivamente con el método de pre-incubacién utilizando
la cepa TA100 (Tabla 23).

Asimismo, el principal compuesto fendlico (acido clorogénico) hallado en el EAB ha
mostrado una actividad antimutagénica frente a la mutagénesis de la AZS en la cepa
TA100 (Acapite 4.2.1) con un %l que varié entre 36,0+0,3 y 41,0+0,72% en el rango
de concentraciones ensayadas 0,10 — 0,50 mg/placa (Tabla 25).

Estos resultados sugieren que la actividad antimutagénica hallada en el EAB frente a
la AZS seria probablemente a través de un mecanismo antioxidante, propiedad que
ha sido demostrada tanto en el EAB como en el acido clorogénico.

Por otra parte otro posible efecto antimutagénico informado en diversas plantas
sobre la mutagenicidad de la AZS sugieren que el mecanismo protector frente a este
mutageno podria depender de la activacion metabdlica bacteriana del mutageno
(AZS). De acuerdo con esta hipodtesis se ha informado que la mutagénesis de la AZS
inorganica (N3-) estaria mediada por un metabolito orgédnico, la L-azidoalanina, en
el medio ambiente bacteriano (Owais y Kleinhofs, 1988). Por ello podriamos sugerir
que en el EAB podrian coexistir diversos compuestos ademas del acido clorogénico
los cuales interferirian con la activacion bacteriana del mutageno. Este mecanismo

también forma parte del denominado desmutageno.
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6. CONCLUSIONES
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A partir de los resultados encontrados y de la discusion planteada en la presente
Tesis Doctoral se presentan las siguientes conclusiones:

La caracterizacion del EAB mediante HPLC permitié detectar al acido clorogénico
como el principal y mayoritario polifenol de la muestra.

El contenido de acido clorogénico presente en el EAB fue de 2,05 mg/ml de EAB que
corresponde a 1 g/100 g de material seco (1%).

No se detectd acido cafeico en el EAB similarmente a lo informado por otros
autores.

El EAB en una concentracion de 150 pg/ml mostré capacidad antioxidante
inhibiendo en un 76,1% al radical DPPH* siendo este valor similar al obsevado para
otros extractos de plantas que presentan propiedades antioxidantes.

El estudio de la actividad antioxidante del EAB mostré un valor de CEsy de 101,86
ug/ml siendo comparable a la informada para otras especies del género Baccharis.
El valor de CEsg para el acido clorogénico fue de CEsg= 0,269 pg/ml, indicando una
mayor eficiencia inhibitoria del acido clorogénico frente al DPPH* que el EAB.

El EAB en el rango de las concentraciones ensayadas (1,0 y 10,0 mg/placa) no
resultd ser toxico frente a las cepas de S. typhymurium TA98 y TA100 en el Ensayo
de Ames empleando tanto el método de pre-incubacién como el de incorporacion
en placa.

El 4cido clorogénico en el rango de las concentraciones ensayadas (0,05 y 0,50
mg/placa) no resultd ser téxico frente a las cepas de S. typhymurium TA98 y TA100

en el Ensayo de Ames empleando el método de pre-incubacidn.
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El EAB en el rango de las concentraciones ensayadas (1,0 y 10,0 mg/placa) no
resultd ser mutagénico frente a las cepas de S. typhymurium TA98 y TA100 en el
Ensayo de Ames en sus dos variantes: incorporacidn en placa y pre-incubacion.

El acido clorogénico en el rango de las concentraciones ensayadas (0,05 y 0,50
mg/placa) no resultd ser mutagénico frente a las cepas de S. typhymurium TA98 y
TA100 en el Ensayo de Ames en sus dos varianteslos incorporacién en placa y pre-
incubacion.

El EAB en el rango de concentraciones estudiadas (1,0 y 10,0 mg/placa), utilizando
el Ensayo de Ames, resultd ser antimutagénico sobre la mutagenicidad inducida por
los mutdgenos de accion directa 2-NF y AZS, sobre las cepas TA98 y TA100
respectivamente y la mutagenicidad inducida por el pro-mutiageno 2-AF (con
activaciéon metabdlica) sobre las cepas TA98 y TA100.

Comparando ambos métodos del Ensayo de Ames (incorporacién en placa y pre-
incubacion), la mayor inhibiciéon de la mutagénesis ejercida por el EAB se obtuvo
empleando el método de pre-incubacién con %l que variaron entre 28,0+0,5% vy
92,0+2,1,% para la cepa TA98 y de 5,0%4,2 a 100,0+0,1% para la cepa TA100.
Empleando el Ensayo de Ames (método de preincubacion), el EAB mostrd actividad
antimutagenica frente a la cepa TA98 inducida por diferentes concentraciones del
mutdgeno 2-AF con activacion metabdlica que varidé con la concentracion de EAB
utilizada. Con 1,0 mg/placa de EAB los valores de los %l de la mutagenicidad
variaron entre 28,0+0,5 y 41,0+5,8%. Con 10,0 mg/placa de EAB los %! de la

mutagenicidad variaron entre 84,0+0,9 y 92,0+2,1%.
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Empleando el Ensayo de Ames (método de pre-incubacidn), el EAB mostré actividad
antimutagénica frente a la cepa TA98 inducida por diferentes concentraciones del
mutageno 2-NF (sin activacion metabdlica) que varié con la concentraciéon de EAB
utilizada. Con 1,0 mg/placa de EAB los %l de la mutagenicidad variaron entre
60,0+1,4 y 71,0+0,3%. Con 10,0 mg/placa de EAB los %l de la mutagenicidad
variaron entre 59,0£1,1y 91,0+0,4%.

Empleando el Ensayo de Ames (método de pre-incubacién), el EAB mostré actividad
antimutagénica frente a la cepa TA100 inducida por diferentes concentraciones del
mutageno 2-AF (con activacidn metabdlica) que varié con la concentracién de EAB
utilizada. Con 10,0 mg/placa de EAB los %! de la mutagenicidad variaron entre 95 y
100%.

Empleando el Ensayo de Ames (método de pre-incubacidn), el EAB mostré actividad
antimutagenica frente a la cepa TA100 inducida por el mutdgeno AZS (sin activacion
metabdlica) que varid con la concentracién de EAB utilizada. Con 1,0 mg/placa de
EAB los %l de la mutagenicidad variaron entre 5,0+4,2% y 40,0+2,0%. Con 10,0
mg/placa de EAB los %I de la mutagenicidad variaron entre 11,0+4,1 y 41,0+2,0%.
Con el Ensayo de Ames (método de pre-incubacién), el acido clorogénico presentd
actividad antimutagénica frente a la cepa TA98 inducida por el mutageno 2-AF (con
activacion metabdlica) que varié con la concertacién utilizada. Empleando 0,10 y
0,50 mg/placa de acido clorogénico el %l de la mutagenicidad fue de 29,0+0,3 y

84,0+0,1% respectivamente.

-
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Empleando el Ensayo de Ames (método de preincubacién), el acido clorogénico
presentd actividad antimutagénica frente a la cepa TA98 inducida por el mutageno
2-NF (sin activacién metabdlica) que varid con la concentracién utilizada. Con 0,10 y
0,50 mg/placa de acido clorogénico el %l de la mutagenicidad fue 44,0+0,7% vy
75,510,4% respectivamente.

Empleando el Ensayo de Ames (método de pre-incubacién), el acido clorogénico
presentd actividad antimutagénica frente a la cepa TA100 inducida por el mutageno
2-AF (con activacién metabdlica) que varié con la concentracidn utilizada. Con 0,10
y 0,50 mg/placa de acido clorogénico el %I de la mutagenicidad fue de 76,0+0,2% y
98,910,1% respectivamente.

Empleando el Ensayo de Ames (método de pre-incubacién), el acido clorogénico
presentd actividad antimutagénica frente a la cepa TA100 inducida por el mutageno
AZS (sin activacion metabdlica) que varié con la concentracién utilizada. Con 0,10 y
0,50 mg/placa de acido clorogénico el %l de la mutagenicidad fue de 36,0+0,3% y
41,0£0,72% respectivamente.

La comparacion de la actividad antimutagénica entre el EAB y el acido clorogénico
indicd que se necesitd una concentracién 5 veces mayor de acido clorogénico para
alcanzar una actividad antimutagénica similar a la observada en el EAB, lo cual
indica que otros compuestos presentes en EAB podrian generar la capacidad
antimutagénica observada.

El efecto antimutagénico aplicando el Ensayo de Ames, del EAB y el 4cido

clorogénico frente a tres diferentes mutdgenos ensayados permitiria sugerir que
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podrian operar diferentes mecanismos antimutagénicos puesto en evidencia en
este Trabajo de Tesis.

La actividad antimutagénica obsevada con el Ensayo de Ames del EAB frente al pro-
mutageno 2-AF podria producirse mediante un mecanismo de desmutageno, dado
por la interferencia o bloqueo de las enzimas microsomales involucradas en la
activaciéon metabdlica de este mutageno.

Existen diferencias en la actividad antimutagénica en el EAB cuando se la caracteriza
con el Ensayo de Ames, segun las cepas estudiadas, las que resultan ser
dependientes de las caracteristicas genéticas de cada cepa.

La antimutagénesis resulté ser mayor para la cepa TA100 que para la cepa TA98
empleando el método de pre-incubacidon con el Ensayo de Ames, pudiendo ser
atribuido a que en esta ultima la mutacidn resultante constituye un complejo del
corrimiento del marco de lectura mas una sustitucion de bases.

La antimutagénesis del EAB sobre el mutdgeno de accidn directa 2-NF podria ser
ejercida mediante un mecanismo de intercepcién del mutdgeno. La desactivacion se
produciria bloqueando directamente al agente, no permitiendo de esta manera
ejercer dafo sobre el ADN bacteriano, de acuerdo al disefio empleado en el Ensayo
de Ames en el marco de esta Tesis Doctoral.

La antimutagenicidad observada del EAB sobre el mutageno AZS podria ser segun el
Ensayo de Ames y el diseno experimental implementado, debida a un mecanismo
de intercepcién en la actividad metabdlica bacteriana también denominado

desmutdgeno.
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Un mecanismo relacionado con la via antioxidante del EAB, acentuado por la

presencia del d4cido clorogénico y otros compuestos derivados como los

cafeilquinicos, podrian ser responsables o al menos contribuir a los efectos

observados.

Conclusiones finales de la Tesis Doctoral

El EAB, mostrd capacidad antimutagénica en el Ensayo de Ames, con las cepas S.

thyphimurium TA 98 y TA100 utilizando dos variantes del ensayo (incorporacién en

placa y pre-incubacién). Dicha actividad estaria vinculada a la capacidad

antioxidante del EAB, la presencia del acido clorogénico y otros compuestos

bioactivos presentes en la infusion.

Prespectivas futuras

Posibles temas de investigacioén a ser desarrollados:

1) Profundizar en los posibles mecanismos de quimioproteccién implicados en el
efecto antimutagénico ejercido por el EAB, frente a los diferentes mutagenos.

2) Evaluacion de la actividad antioxidante y antimutagénica de otros compuestos
bioactivos presentes en B. articulata (Lam.) Persoon.

3) Futuros ensayos de genotoxicidad en experimentos in vivo.

-
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