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RESUMEN

Introduccion: La busqueda de productos fitoterapéuticos empleados para tratar
multiples enfermedades representa un area de gran interés. Sin embargo, se debe
asegurar su correcto uso con el menor riesgo posible sobre la salud de la poblacion
que consume plantas nativas medicinales.

Objetivo: Evaluar el efecto citotoxico y genotoxico del extracto acuoso de Physalis
peruviana sobre cultivo de linfocitos humanos.

Métodos: El cultivo de linfocitos se obtuvo a partir de sangre periférica de tres
donantes voluntarios entre 24 a 30 anos de edad en medio de cultivo para linfocitos
(PBMAX). Los linfocitos fueron expuestos durante treinta minutos a las
concentraciones de 62,5; 100; 250 y 1000 pg/mL del extracto acuoso de hojas de
Physalis peruviana Se utilizo peroxido de hidrégeno 300 uM, como control positivo

y buffer fosfato alcalino a concentracion de fabricante, como control negativo. La

fcc Esta obra estd bajo una licencia: https://creativecomons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es ES



https://orcid.org/0000-0002-7352-058X
https://orcid.org/0000-0002-3373-4671
https://orcid.org/0000-0002-7335-0541
mailto:cisantacruzl@gmail.com

€CIMED Revista Cubana de Plantas Medicinales. 2023;28(1):e1079

/AP EDITORIAL CIENCIAS MEDICAS

citotoxicidad se determin6 mediante el indice de viabilidad celular y la genotoxicidad
mediante el ensayo cometa. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.
Resultados: Se registraron los promedios del porcentaje de ADN en la cola del
cometa, momento de la cola y momento Olive, encontrandose diferencias
significativas entre las diversas concentraciones del extracto de Physalis peruviana.
Ademas, se observd un indice de dano promedio del 46 %, a la concentracién de
1000 ug/mL.

Conclusiones: El extracto acuoso de Physalis peruviana presenté efecto citotoxico
y genotoxico in vitro sobre el cultivo de linfocitos humanos.

Palabras clave: genotoxicidad; ensayo cometa; Physalis; linfocitos.

ABSTRACT

Introduction: The search for phytotherapeutic products used to treat multiple
diseases represents an area of great interest. However, its correct use must be
ensured with the least possible risk to the health of the native plants population
considered medicinal, such as Physalis peruviana L. (Solanaceae) commonly known
as goldenberry.

Objective: To evaluate the cytotoxic and genotoxic effect of the aqueous extract of
Physalis peruviana on human lymphocyte culture.

Methods: Lymphocyte culture was obtained from peripheral blood from three
volunteer donors, aged 24 to 30 years, in lymphocyte culture medium (PBMAX).
Lymphocytes were exposed for thirty minutes to concentrations of 62.5; 100; 250
and 1000 pg/mL of the aqueous extract of leaves of Physalis peruviana 300 uM
hydrogen peroxide was used as a positive control and alkaline phosphate buffer at
manufacturer concentration was used as a negative control. Cytotoxicity was
determined by cell viability index and genotoxicity by comet trial. All trials were
conducted in triplicate.

Results: Averages of the percentage of DNA in the comet's tail, tail moment and olive
moment were recorded, finding significant differences between the various
concentrations of Physalis peruviana extract. In addition, an average damage rate

of 46% was observed at the concentration of 1000 ug/mL.
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Conclusions: The aqueous extract of Physalis peruviana showed in vitro cytotoxic
and genotoxic effect on human lymphocyte culture.

Keywords: genotoxicity; comet trial; Physalis; lymphocytes.
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Introduccion

En el Pery, la medicina tradicional se utiliza desde épocas preincaicas. La busqueda
de productos fitoterapéuticos para tratar multiples enfermedades es de gran interés,
debido al alto costo de los farmacos sintéticos y dificil acceso a la asistencia
meédica. Al respecto, se estima que el 80 % de los habitantes de zonas rurales, en los
paises en via de desarrollo, hacen uso de la medicina tradicional para satisfacer sus
necesidades sanitarias.()

En la actualidad existe gran variedad de plantas nativas consideradas como
medicinales. Entre ellas, se encuentra Physalis peruviana L. conocida comunmente
como aguaymanto. Esta planta herbacea es originaria de los Andes del Peru, pero
también crece en Venezuela, Bolivia, Ecuador y Colombia. Pertenece a la familia
Solanaceae, que presenta alrededor de 120 especies distribuidas en las regiones
tropicales y subtropicales del mundo.® Estudios de caracterizacion fitoquimica de
las hojas de Physalis peruviana reportaron la presencia de compuestos bioactivos
como flavonoides, alcaloides (figrina, acetilcolina, higrina, ornitina), ceramidas,
fenilpropanoides (acido clorogénico) y esteroides (fitoequidizonas vy
witaesteroides), entre otros.®)

Debido a sus propiedades antioxidantes, antibacterianas, antimicoticas,
antihepatotoxicas y quimioterapéuticas,*® el aguaymanto es utilizado
empiricamente por la poblacion para el tratamiento del cancer, hepatitis, diabetes,
dermatitis, malaria y reumatismo.® Sin embargo, pese a todos los beneficios que
posee, es importante realizar investigaciones que garanticen su uso correcto, con el

menor riesgo posible sobre la salud humana, ya que se han reportado efectos
3
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colaterales como actividad mutagénica, teratogénica y carcinogénica (asociada a
presencia de flavonoides y taninos) en diversos extractos vegetales empleados con
fines medicinales.(®789

Es relevante establecer la mutagénesis como un factor determinante en el
desarrollo de cancer, asi como los riesgos eventuales de agentes mugatenos de
origen fisico, quimico o bioldgico, capaces de inducir la aparicion de aberraciones
cromosomicas como aneuploidias y poliploidias.(9 De manera que, la ingesta no
controlada de productos farmacoldgicos de origen vegetal constituye un peligro
potencial para la salud de las poblaciones, si no se tiene la garantia cientifica del
efecto a nivel celular, genémico y sistémico.("

La realizacion de ensayos de citotoxicidad y genotoxicidad es significativa en la
evaluacion toxicologica de compuestos bioactivos extraidos de vegetales. El ensayo
cometa en linfocitos humanos constituye un modelo biolégico eficiente que requiere
pequenas cantidades de material de estudio. Se obtiene informacion del dafio
ocasionado por algun agente genotoxico, sobre el ADN celular y la capacidad celular
para repararlo,(1219 al cuantificar los fragmentos del ADN que adquieren la forma de
cola de un cometa, después de la electroforesis.('¥

Por lo expuesto y considerando que son escasas las investigaciones actuales que
permitan conocer los efectos colaterales a nivel celular y genémico del extracto
acuoso de Physalis peruviana sobre células humanas, la presente investigacion
buscé evaluar el efecto citotoxico y genotoxico del extracto acuoso de Physalis
peruviana sobre cultivo de linfocitos humanos; asi como contribuir a un mejor
conocimiento de esta especie vegetal, utilizada con fines medicinales, de posibles

efectos colaterales para garantizar su uso seguro por la poblacion.

Métodos

La investigacion fue de tipo basica, corte transversal y diseio en bloques al azar, y
cada bloque estuvo conformado por los linfocitos de un donante. Se evaluaron seis
tratamientos correspondientes a cuatro concentraciones y dos controles. Las hojas
de Physalis peruviana se obtuvieron del vivero Pinos Dorados, carretera Pimentel,

departamento Lambayeque, Peru (Latitud: -6.786051 Longitud: -79.866677), el seis
4
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de agosto del ano 2018 a las 15 horas. Las hojas se colectaron en bolsas de papel
y trasladadas al Herbarium Truxillense de la Universidad Nacional de Trujillo (UNT),

donde fueron depositadas, identificadas y registradas con el codigo 59592.

Extracto acuoso de Physalis peruviana

Las hojas Physalis peruviana fueron lavadas con agua destilada y desinfectadas
con alcohol al 96°. Se dejaron a temperatura ambiente (25 °C) por 24 h, para luego
ser llevadas a estufa y culminar su secado (50 °C durante 4 h).

La molienda de las hojas secas se realizé6 empleando un mortero, hasta obtener su
pulverizacion total. Del material pulverizado se pesaron 100 g y se colocaron en un
vaso de precipitacion conteniendo 1000 mL de agua destilada estéril (1:10 m/v). El
sistema fue llevado a 80 °C en plancha de calefacciéon (WISD WITEG modelo
HPLP-C-P), durante 15 min y después un periodo de enfriamiento de 10 min a
temperatura ambiente. El material vegetal se tritur6 en agua y posteriormente
filtrado tres veces con papel filtro Whatman N°1. El extracto total obtenido se llevd
a rotavapor (BUCHI modelo R-300), a 42 °C durante 4 h para la eliminacion del
solvente (agua destilada estéril). El extracto seco se colocd en un vial color ambar,
sellado y rotulado.

A partir del extracto seco, se hicieron diluciones para obtener el extracto acuoso a
concentraciones de 62,5 100; 250 y 1000 pg/mL en el momento de la

experimentacion.

Obtencion in vitro del cultivo de linfocitos

Se extrajo 10 mL de sangre periférica de tres donantes varones sanos de entre 24y
30 anos de edad, no fumadores y no expuestos a radiacion ionizante o compuestos
genotdxicos, minimo cuatro meses antes de extraer la muestra sanguinea.(® A
partir dichas muestras se obtuvieron suspensiones de 2,8 x 10° linfocitos. La
participacion de los donantes fue voluntaria y la investigacion conto con la
aprobacion del Comité de Etica de la Facultad de Medicina, Universidad Nacional de
Trujillo mediante resolucion N° 60-2018-UNT-FM-C.E.

Para obtener el cultivo de linfocitos se sembraron 15 gotas de sangre heparinizada
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(heparina sédica 5000 U/mL), en un tubo coénico con 5 mL con medio de cultivo para
linfocitos (PBMAX, Gibco). Una vez realizada la inoculacion, los cultivos se
incubaron en la estufa a 37 °C durante 70 h. Se incorporé a cada tubo 0,1 mL de
colchicina SEID 0,08 pg/mL (comprimidos de 0,5 mg) y se continué con la
incubacion a 37 °C durante 2 h mas. Los linfocitos se aislaron por centrifugacion a

1000 rpm durante 10 min (centrifuga marca Thermo Scientific).

Viabilidad in vitro de los linfocitos humanos

Se emplearon 20 pL de linfocitos, expuestos previamente a dosis de 62,5; 100; 250
y 1000 pg/mL del extracto acuoso de Physalis peruviana. Los linfocitos se
colorearon con SYBR GOLD 1 x 0,5 uyL T mm, colorante de cianina asimétrico que
mejora la fluorencia tras unirse a los acidos nucleico sin tener contacto directo con
la luz solar por 10 min y se observaron en el microscopio de fluorescencia Olympus
BX 51 400X, con filtros de 536 y 617 nm. En las muestras obtenidas se contabilizé
el nimero de linfocitos coloreados (muertos) y sin colorear (vivos),('® siendo un
total de 200 linfocitos. Para calcular el porcentaje de viabilidad in vitro, se multiplicé

el numero de linfocitos coloreados por cien y se dividié entre el total de linfocitos.

Ensayo cometa sobre linfocitos humanos

El ensayo cometa siguio el protocolo desarrollado por Collins.(2 Los linfocitos se
trataron con 500 pL del extracto a 62,5; 100; 250; 1000 pg/mL y, se controlaron en
una estufa (marca Memmert) graduada a 37 °C durante 30 min. Luego, se tomaron
5 pL de la muestra anterior y se adicionaron 120 pL de gel de agarosa bajo punto de
fusion al 0,5 % e inmediatamente sobre una lamina portaobjeto se colocaron 100 pL
de la mezcla anterior con una capa de agarosa de fusién normal al 1,5 % y se cubri6
con una laminilla.

Las laminas portaobjetos preparadas se colocaron a 4 °C durante 5 min para su
solidificacion. Una vez solidificada la agarosa, las laminas se introdujeron en buffer
de lisis durante 1 h. Cumplido el tiempo, se colocaron en camara de electroforesis
horizontal marca Thermo Scientific, conteniendo buffer de electroforesis (1 mm
Na2-EDTA, 300 mm de NaOH), llenado hasta 0,25 cm por encima de las laminas

portaobjetos y llevado a 4 °C durante 30 min.
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El corrido electroforético se realizd a 25 V, 300 mA por 30 min a 4 °C. Enseguida se
retiraron los portaobjetos y se colocaron en buffer de neutralizacion (0,4 M, tris-HCI
pH 7,5) que cubria las laminas portaobjetos, y se dejaron reposar durante 5 min a
temperatura ambiente (tres repeticiones), se discurrieron los portaobjetos y se
enjuagaron cuidadosamente con agua destilada para dejarlos secar a temperatura
ambiente.

La coloracién se realizé con 30 pl de SYBR GOLD 1X (20 g/mL). Para el stock 1X
(concentracion simple), se utilizé T mL SYBR GOLD 1X con 9 mL de agua destilada.
Ademas, se empled al peroxido de hidrogeno (H202) 300 uM (ALKOFARMA) y buffer
fosfato salino (PBS 1X) como controles positivo y negativo respectivamente. Se
realizaron tres repeticiones por cada una de las concentraciones evaluadas.
Finalmente, se observd al microscopio de fluorescencia Olympus BX51 400X con
filtros de 510 y 550 nm.

Para la evaluacion de genotoxicidad in vitro se observaron las laminas en el
microscopio de fluorescencia (50 células/ muestra seleccionadas al azar),
empleando el software comet assay iv, con camara incorporada al microscopio de
fluorescencia que permitié determinar el porcentaje de ADN de la cola (% TADN),
momento de la cola (TM) y momento Olive (OTM), Asi también, un andlisis mediante
registro visual, para categorizar en una escala del 0 al 4, el dano ocasionado en la
célula.0? Las células se clasificaron teniendo en cuenta la longitud de la cola del
cometa.

El indice de dafo celular de los tres donantes evaluados se estimo, considerando el
numero de células clasificadas en cada categoria.

indice de dafio del ADN = N° Cél. Cat 1 + 2 (N° Cél. Cat 2) + 3 (N° Cél. Cat 3) + 4 (N°
de Cel. Cat 4).

Los resultados se procesaron en el programa Minitab® 18 para Windows® version 8.
Se estimaron promedios y desviacion estandar para el dano celular, % TADN, TM y
OTMy se compararon mediante el andlisis de varianza (ANOVA) y prueba de Tukey.
Ademas, se realizo el analisis de regresion lineal, y se considero a las
concentraciones del extracto como variables independientes (funcion x) y al

porcentaje de sobrevivencia de linfocitos como la variable dependiente (funcion y).
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Resultados

La viabilidad de los linfocitos a la concentracion de 1000 pg/mL fue del 97,14 %,
menor al obtenido con el control negativo (99,80 %), pero no superando el 92,37 %

reportado con el control positivo (tabla).

Tabla - Viabilidad in vitro de linfocitos humanos sometidos al extracto acuoso de Physalis

peruviana a concentraciones de 62,5; 100; 250 y 1000 pg/mL

Concentracion del extracto (ug/ mL) Viabilidad (%)
1000 ug/mL 97,14
250 ug/mL 98,31
100 ug/mL 99,40
62,5 ug/mL 98,77
Control positivo 92,37
Control negativo 99,80

Coeficiente de regresion b = - 0,05212 + 0,01247; b = covarianza x, y / suma de cuadrados de x.

Fuente: Base de datos

La genotoxicidad fue determinada mediante el porciento de ADN de la cola (%
TADN), momento de la cola (TM) y momento Olive (OTM), valores que se
incrementaron en los linfocitos cuando fueron expuestos a diferentes dosis del
extracto evaluado.

En los linfocitos expuestos a la concentracion mas alta del extracto acuoso de
aguaymanto (1000 pg/mL) se reportaron valores de TADN, TM y OTM de 44,81 %,
46,12 %y 32,69 %, respectivamente (fig. 1).
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Fuente: Base de datos.

Fig. 1 - Porcentaje de ADN de la cola, momento de la cola y momento Olive en linfocitos
humanos expuestos al extracto acuoso de P. peruviana a concentraciones de 62,5; 100;
250y 1000 pg/ mL.

En la figura 2 se presenta el nivel de dafio de los linfocitos humanos bajo, moderado
y elevado visualizados mediante el programa comet assay iv. Al evaluar la longitud
de la cola del cometa, se evidencia un elevado dafio en linfocitos expuestos a la
dosis de 1000 pg/mL del extracto. Los linfocitos sometidos a la sustancia utilizada
como control negativo no muestran dafo, mientras que los linfocitos enfrentados a
la sustancia empleada como control positivo manifiestan un moderado y elevado

dafio a nivel de su ADN.
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A) ADN sin dafo — categorias 0y 1 (control negativo). B) ADN dafiado — categorias 3y 4 (control positivo). C) ADN con dafio
de bajo nivel (62,5 ug/ mL). D) ADN con dafo de bajo nivel - categorias 1y 2 (100 pg/ mL). E) ADN con dafio moderado -
categoria 3 (250 pg/ mL). F) ADN con dafo elevado — categoria 4 (1000u/ mL).

Fuente: Base de datos.

Fig. 2 - Dafo en el ADN de linfocitos humanos inducido por diferentes concentraciones del

extracto acuoso de Physalis peruviana.

En la figura 3 se evidencia el incremento del indice de dafo ocasionado al exponer
los linfocitos humanos a las concentraciones del extracto de Physalis peruviana
(aguaymanto), y que resulto ser del 46 % para la concentraciéon de 1000 pg/mL. El
dafno ocasionado fue dependiente de la dosis empleada segun la prueba post hoc
de Tukey (p < 0,05).

10
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Concentraciones del extracto de Physalis peruviana

Fig. 3 - indice de dafio en linfocitos humanos sometidos al extracto acuoso de Physalis

peruviana a concentraciones de 62,5; 100; 250 y 1000 pg/mL.

Fuente: Base de datos.

Discusion

La utilizacion de linfocitos humanos para evaluar la toxicidad de diferentes
compuestos es importante, dado que estas células poseen la capacidad de
acumular lesiones ocasionadas por la exposicion a sustancias de manera repetida
y prolongada, incluso a bajas dosis.(? La viabilidad de los linfocitos fue mayor al
90 % en todos los tratamientos ensayados (tabla) y coincide con lo comunicado por
Londofio-Velasco y otros.(® Estos resultados son importantes pues de no haberse
encontrado linfocitos viables, el ADN se habria degradado, aun sin la presencia de
ningun compuesto toxico, generando falsos positivos respecto a la toxicidad del
extracto de aguaymanto.

Mediante el ensayo cometa en condiciones alcalinas, se facilito la desnaturalizacion
y desenrollamiento del genoma, lo que permitio detectar rupturas de cadena sencilla
del ADN, sitios alcalinos labiles, entrecruzamientos de hebras del ADN o entre una
proteina y ADN, relacionados con sitios donde se repara el daio por escision celular
incompleta.('®29) Por ello, al observar los linfocitos dafados mediante el
microscopio de fluorescencia, estos presentaron la apariencia de un “cometa”,
formados por una cabeza y la cola con fragmentos de ADN que migraron en
direccién al anodo. Las células que no sufrieron dafo no formaron la cola,
conservando su apariencia esférica.

Las lesiones en el ADN de los “"cometas”, se evidenciaron con el incremento del

11
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porciento TADN, TMy OTM, en relacién al aumento de concentraciones del extracto,
con tendencia lineal directa (fig. 1), resultados similares a los reportados por Yafez
y otros®, y Pabuena y otros® quienes demostraron que los extractos de duraznoy
fresas respectivamente inducen lesiones en el ADN de linfocitos humanos y
atribuyeron la toxicidad de estos extractos a la presencia de endosulfan Il y del Beta
BHC (pesticidas organoclorados).

Cabe senalar que, se encontré mayor ruptura de las hebras del ADN celular en el
primer donante, lo que pudo estar relacionado con su edad. El incremento de la edad
disminuye la eficacia de la divisidn y reparacion de lesiones en el ADN y hace que
en muchas ocasiones las personas adultas muestren un aumento en los
indicadores de dafio.@"

En la investigacion se visualizaron 98 cometas que pertenecieron a las categorias 3
y 4, es decir con elevado nivel de daio (fig.2). Las células con dafio en el ADN sufren
un incremento en la migracion nuclear®?. que podria estar relacionado con la
fragmentacion del ADN durante la necrosis o apoptosis.® Segun Roser y otros,?%
el radio entre la apoptosis y el cometa puede cambiar en relacion al tipo y
preparacion de células, sustancias y concentracion empleadas.

Las células sometidas al control negativo presentaron una baja cantidad de
rupturas en las hebras del ADN, perteneciendo en su mayoria a categorias 0y 1. El
peréxido de hidréogeno 300 pM usado como control positivo permitié la formacion
de cometas, principalmente de categorias 3y 4 (fig. 2). Lo que estaria relacionado a
las alteraciones que produce el perdxido de hidrogeno sobre el material genético.
Se expresan como roturas de cadenas a través de la formacion del radical OH-, y
considerada la principal especie de radical proveniente del oxigeno que coadyuva a
la oxidacion enddgena del ADN celular.(2526)

Al calcular el indice de dano en el ADN de linfocitos humanos, se obtuvo un indice
de dano promedio del 46,0 % para la concentracion de 1000 pg/ mL, siendo superior
al encontrado con los controles (fig. 3), observandose asociacion entre el indice de
dano y concentraciones empleadas y coincide con lo hallado por Meléndez y
otros,?”) quienes determinaron que a mayor concentracion del extracto butandlico
de Peperomia dolabriformis (congona de zorro), mayor es la migracion del ADN en
la cola del cometa y por ende se incrementa el indice de dafio generado
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La integridad del ADN es primordial para la salud y adecuado funcionamiento del
organismo humano. Sin embargo, puede ser afectado por numerosas sustancias, y
dar origen a procesos mutagénicos.??"

En relacién con el extracto acuoso de Physalis peruviana se ha demostrado su
actividad anticancerigena frente a células del cancer hepatico (HA-22T),
nasofaringeo (KB-16), leucemia promielocitica aguda (HL-60), leucemia mieloide
aguda (KG-1) y adenocarcinoma de colon.

Su potencial farmacéutico se relaciona con las physalinas presentes en sus hojas,
que incrementan la expresion de receptores TRAIL-DR4/-DR5, implicados en la
induccion de sefiales apoptéticas.(®282930) Como limitaciones se menciona que, no
fue posible precisar si este daino en los linfocitos es reversible o no. Ademas, se
desconoce si el daio ocasionado a los linfocitos en condiciones reales seria mayor
al presentado bajo condiciones in vitro.

En este sentido, los resultados de esta investigacion son significativos, al aportar
conocimiento de posibles efectos colaterales del uso indiscriminado de productos
derivados de las plantas medicinales como el extracto de aguaymanto y evidencia
la necesidad de realizar otros estudios para establecer a mayor detalle la
dosificacion y tiempo adecuado para su uso con fines medicinales. Se concluye que
el extracto acuoso de Physalis peruviana a concentraciones de 62,5; 100; 250y 1000
pg/mL ocasion6 un aumento sostenido del indice de dano en el ADN de la cola,
momento de la colay momento Olive de los linfocitos humanos en los tres donantes

evaluados.
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