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RESUMEN

El uso de compuestos de origen vegetal, dada su diversidad molecular y fun-
cionalidad bioldgica, es una estrategia actual utilizada para mitigar el dafo
producido al DNA por la exposicion a la radiacién UV, que en los ultimos
afios ha aumentado su incidencia sobre la superficie terrestre. La quimiopre-
vencidon contempla el empleo simultaneo de diferentes fitoquimicos capaces
de evitar, revertir o disminuir la frecuencia de enfermedades relacionadas
con las mutaciones. Cymbopogon citratus (DC) Stapf, conocida como Cafia
Santa en Cuba, es una planta que se utiliza en medicina tradicional. Se ha
demostrado que la decoccién de sus hojas es capaz de proteger al DNA del
dafio inducido por agentes oxidantes y aminas aromaticas. En la actualidad
se han informado resultados experimentales que avalan su capacidad de re-
ducir el dafio producido por las radiaciones UV en el DNA. La presente inves-
tigacion evalla las propiedades fotoprotectoras de diferentes fracciones ob-
tenidas de Cymbopogon citratus (DC) Stapf. Como requisito previo, se eva-
luaron las propiedades téxicas de cada fraccidn. Los ensayos empleados fue-
ron: Sobrevivencia bacteriana, SOS Colorimétrico y Mutagenicidad de resis-
tencia a la Rifampicina (Rifr), en células de Caulobacter crescentus. Los resul-
tados demostraron que la fraccidén obtenida con butanol como solvente, re-
sultd toxica; en tanto que las fracciones acuosa y aceites esenciales poseen
propiedades bioantimutagénicas frente a la luz UVC.

Palabras clave: fracciones acuosa, butandlica, aceites esenciales; Caulobac-
ter crescentus, antimutagenicidad, radiacion UVC

ABSTRACT

The use of plant compounds, given their molecular biological diversity and
functionality, are being used today as a strategy to reduce the DNA damage
caused by exposure to UV radiation, which in recent years has increased its
incidence on the Earth's surface. Chemoprevention, whereby the use of natu-
ral agents, is a promising application in order to stop, reverse or diminish the
frequency of chronic diseases related with mutations. Cymbopogon citratus
(DC) Stapf, known as Cafia Santa in Cuba, is a plant used in traditional medi-
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cine. It have been shown that the decoction is able to protect the DNA damage induced by oxidizing agents and
aromatic amines. It is now reported experimental results supporting its photoprotective properties in front of UV
radiation. This research evaluates the photoprotective properties of different chemical fractions obtained from
Cymbopogon citrates. As a premise, its toxic properties were tested. SOS Colorimetric assay, Bacterial survival test
and Mutagenicity resistance Rifampicin test (Rifr) were used in cells of Caulobacter crescentus. The results
showed that the butanolic fraction is toxic. On the other hand, aqueous and essential oils fractions have bioanti-

mutagenics properties against UVC.

Keywords: Essential oils; butanolic and aqueous fractions; Caulobacter crescentus, antimutagenicity, UVC radiation

INTRODUCCION

La radiacion ultravioleta (UV) es la responsable de un
amplio rango de afecciones en los organismos vivos.
En los Ultimos afios se ha prestado especial interés a
los efectos nocivos que provoca en la piel. Procesos
como fotoenvejecimiento, fotosensibilizacién, inmu-
nosupresion y fotocarcinogénesis, se encuentran
relacionados en su génesis, con la ocurrencia de
mutaciones en células somaticas (Seebode et al.,
2016). Ante semejante problematica es de interés
para la comunidad cientifica la busqueda de
compuestos con potencialidades fotoprotectoras
frente a esta radiacidn.

Las plantas se destacan dentro de las principales
fuentes de compuestos fotoprotectores, al ser
sintetizadoras de una variada gama de metabolitos
secundarios con capacidad de proteccién ante la luz
ultravioleta en condiciones naturales. A la vez, las
plantas constituyen una fuente promisoria de
candidatos farmacoldgicos con menos efectos
secundarios sobre la salud humana que los farmacos
obtenidos por sintesis artificial (Rojas et al., 2016).
Especies como Camellia sinensis (Katiyar, 2011), Vitis
vinifera (Matito et al., 2011) y Phyllanthus orbicularis
(Vernhes et al., 2013a; 2013b; 2016), entre otras, han
sido muy estudiadas con estos propdsitos.

Cymbopogon citratus (DC) Stapf (Cafia Santa) es
una planta medicinal consumida por una gran parte
de la poblacion mundial en forma de decoccidn, prin-
cipalmente por su agradable sabor y sus propiedades
curativas. De manera general se usa para tratar pro-
blemas estomacales, resfriados y fiebres, tos, gingivi-
tis, neumonia y desdrdenes vasculares (Ekpenyong et
al., 2015). En la actualidad se conoce que C. citratus
posee capacidad de proteger al DNA. Se ha demostra-
do la capacidad secuestradora de radicales libres del
extracto hidroalcohdlico ante el dafio inducido por ra-
diacién gamma (Rao et al., 2009). Estudios in vitro e in
vivo han probado que la decoccidén posee propiedades

protectoras al DNA ante mutagenos quimicos (Capiro
et al., 2001; 2005).

Gonzalez-Pumariega et al., (2016) y Vernhes et al.,
(2016) informaron que el extracto total acuoso de C.
citratus obtenido por decoccidn de las hojas de la
planta es capaz de proteger al DNA del dafio inducido
por la luz ultravioleta. Sin embargo, se desconocen
los compuestos responsables de esta actividad. Por
otra parte, en la planta pueden existir otros
fitocomponentes volatiles, no presentes en la
decoccién, con propiedades fotoprotectoras. En tal
sentido la actual investigacién se propone como
objetivo evaluar en tres fracciones (butandlica,
acuosa Yy aceites esenciales) obtenidas de
Cymbopogon citratus la capacidad de proteger al DNA
del dafio inducido por radiaciones de la banda C de la
luz UV (UVC).

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Las hojas de Cymbopogon citratus (DC) Stapf, Poa-
ceae, se colectaron a partir de plantas en estado
adulto. El proceso de fraccionamiento se realizo a
partir del material fresco. Las aceites esenciales, y las
fracciones butandlica y acuosa se obtuvieron en el
Laboratorio Central de Farmacologia del Hospital Dr.
Salvador Allende, empleando los métodos de fraccio-
namiento arrastre con vapor de agua para obtener
los aceites esenciales (Elhassan et al., 2016) y lavado
con butanol para la separacion de las fracciones buta-
noélica y acuosa (Emrizal et al., 2014). Las fracciones
se conservaron en bulbos de cristal protegidos de la
luz, a 4 °C, hasta el momento de realizar los experi-
mentos.

Las soluciones de trabajo (16 mg/mL) se prepararon
con H,0 MILIQ y dimetilsulféxido (DMSO) al 2.8 % y
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2.0 % para la fraccion butandlica y los aceites,
respectivamente. La fraccidon acuosa se prepard solo
en H,O0 MILIQ. Al momento de realizar los
experimentos las soluciones de trabajo se diluyeron
en medio de cultivo para obtener las concentraciones
a evaluar: 0.1; 0.5; 1.0; 2.0 y 4.0 mg/mL. En todos los
casos la concentracion de DMSO no superé al 1.0 %.

Cepa bacteriana y medio de cultivo

Se empled la cepa NA 1000 pP3213 Lac Z de Caulo-
bacter crescentus, donada gentilmente por el Depar-
tamento de Microbiologia del Instituto de Ciencias
Biomédicas de la Universidad de S3o Paulo, Brasil. Las
células crecieron a 30°C y 200 rpm de agitacion en
medio de cultivo PYE (Peptone Yeast Extract, por sus
siglas en inglés) suplementado con CaCl, 0.5 mM
(Poindexter, 1964), y tetraciclina 2.0 pg/mL, hasta
una DOGOOnm=0-4-

Evaluacion de la toxicidad de las fracciones
obtenidas de C. citratus

La toxicidad se analizd como: Citotoxicidad y Genoto-
xicidad. Para ello las células bacterianas de Caulobac-
ter crescentus se dejaron crecer hasta alcanzar la fase
de crecimiento exponencial, con una DOgynm=0.4
(aproximadamente 6x10’ células/mL) y se resuspen-
dieron en viales con 0.1; 0.5; 1.0; 2.0 y 4.0 mg/mL de
las fracciones en estudio, respectivamente. Posterior-
mente los viales se incubaron durante 30 min a 42C
seguido de incubacidn a 302C durante 4 h. La evalua-
cién de la citotoxicidad se realizd mediante el ensayo
de Sobrevivencia Bacteriana. Se consideraron citoto-
xicos aquellos tratamientos que disminuyeron signifi-
cativamente el niumero de colonias formadas. En el
caso particular de la genotoxicidad se utilizaron dos
ensayos: SOS colorimétrico para cuantificar la ocu-
rrencia de dafio genético a nivel de estructura prima-
ria del DNA, y Mutagenicidad de Resistencia a la Rifa-
mpicina (Rif') para detectar dafio a nivel de secuencia
génica. Se consideraron como genotodxicos aquellos
tratamientos que incrementaron significativamente la
actividad B-galactosidasa y/o la frecuencia de células
mutantes. Se siguid el procedimiento previamente
utilizado por Galhardo et al., (2005) y Lopes-Kulishev
et al., (2015).

Evaluacion de la capacidad de proteger al DNA de las
fracciones de C. citratus

Con las fracciones y concentraciones que no mostra-
ron efectos toxicos, se realizd la evaluacidon de las
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capacidades fotoprotectoras.

Capacidad de las fracciones de absorber radiacion
uvc

Se cuantificé la transmitancia, de las fracciones a
A=254nm (Rango UVC) utilizando un espectrofotéme-
tro Génesis TM Serie 10 (de la Corporacién Thermo
Electrdn). Para obtener las concentraciones a evaluar,
la solucion de trabajo se diluyé en H,0O MILIQ.

Antigenotoxicidad y antimutagenicidad

Se empled un protocolo experimental semejante al
descrito en la evaluacién de la toxicidad. Luego de la
incubacion a 49C, 1.5 mL de cultivo se irradid en pla-
cas Petri de 3 cm de didmetro, con una dosis de 45 J/
m? correspondiente a 16 segundos, a la temperatura
de 25+0.5°C. La irradiacidn se realizé a una distancia
de 30 cm, utilizando una ldmpara Vilber Loumart
T15M 15 W que emitia a una longitud de onda de 254
nm correspondiente a la banda C del espectro UV.
Luego el tratamiento de las células se renovd (PYE +
fraccién a las diferentes concentraciones). Posterior-
mente las células se incubaron durante 4 h a 302C. De
esta manera, las células bacterianas estuvieron ex-
puestas a las fracciones antes, durante y después de
someterlas a irradiacién. Las propiedades de protec-
cion se analizaron usando los ensayos SOS colorimé-
trico y de Rif" anteriormente mencionados. En el caso
del ensayo de resistencia a la Rifampicina, los resulta-
dos se presentaron como porciento de frecuencia de
mutagenicidad relativa con respecto al control de
bacterias solamente irradiadas.

Analisis estadistico

Para el andlisis de los datos experimentales nimero
de colonias, actividad enzimatica de la B-galacto-
sidasa y frecuencia de células mutantes, se calcularon
los valores medios de cada experimento y sus corres-
pondientes errores estandar para cada tratamiento.
Se analizé la normalidad y la homogeneidad de va-
rianza de los datos mediante las pruebas de Kolmogo-
rov-Smirnov y Brown Forsythe, respectivamente. Se
desarrollé ademas un ANOVA de clasificacion simple
y por ultimo; los valores medios se compararon con
los controles respectivos en cada caso, utilizando una
prueba de Dunnett con una significacion del 95 % en
todos los casos. Para estos analisis se utilizé el pro-
grama Statistica 6.0.
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Figura 1: Toxicidad de las fracciones butandlica, acuosa y
aceites esenciales de Cymbopogon citratus a diferentes
concentraciones, en Caulobacter crescentus. (A)
Citotoxicidad y Genotoxicidad a nivel celular (B) de
estructura primaria y (C) de secuencia génica. Se represen-
ta la media de 3 experimentos con 3 réplicas cada uno. (*):
Significacion de la prueba de Dunnett, p < 0.05. C-: Células
crecidas en medio dptimo; F.B: Fraccion butandlica; F.Ac:
Fraccién acuosa; F.AE: Fraccion aceites esenciales.

Figure 1: Toxicity of butanolic, aqueous and essential oils
fractions of Cymbopogon citratus, in Caulobacter crescen-
tus at different concentrations. (A) Cytotoxicity and Geno-
toxicity at cellular (B) primary structure and (C) genic se-
quence level. Average of three experiments with three repli-
cas are presented. (*): Dunnett test signification, p < 0.05.
C-: Cells grown in optimum medium; F.B: Butanolic Frac-
tion; F.Ac: Aqueous Fraction; F.AE: Essential Qils Fraction.
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RESULTADOS
Toxicidad de las fracciones extraidas de C. citratus

La evaluacidn de la toxicidad de las fracciones de C.
citratus sobre las células de Caulobacter crescentus se
realizd6 a tres niveles diferentes: celular, dafio
primario y génico. Para ello se utilizaron los ensayos
de Sobrevivencia bacteriana, SOS Colorimétrico y de
mutagenicidad de resistencia a la Rifampicina,
respectivamente (Fig. 1).

En la Fig. 1A se muestra el porciento de colonias
formadas por las células bacterianas al ser tratadas
con las diferentes concentraciones de las tres
fracciones en estudio: butandlica, acuosa y aceites. La
fraccion acuosa no resultd citotédxica a ninguna
concentracion evaluada. En el caso de las fracciones
butandlica y aceites esenciales, la concentracién 4.0
mg/mL disminuyé de forma significativa la
sobrevivencia de las bacterias a un 0 y 56%,
respectivamente lo cual resulté estadisticamente
significativo. En los casos de las fracciones acuosa y
aceites no se alcanzaron reducciones de |la
sobrevivencia iguales o menores que el 50%, para el
intervalo de concentraciones evaluadas en este
experimento. La Concentracion Letal (CLsp), calculada
para la fraccidon butandlica fue igual a 3.0 mg/mL. Se
observa ademas que los tratamientos de 0,1 — 2.0
mg/mL incrementaron ligeramente los porcientos de
colonias formadas, sin que los aumentos obtenidos
fueran estadisticamente significativos. La citotoxi-
cidad producida fue el fundamento para decidir la
maxima concentracion a evaluar en los ensayos de
genotoxicidad.

El empleo del ensayo SOS, proporciona informacion
acerca del dafio primario producido en el DNA de las
células que han estado expuestas a la fraccidn
butandlica de Cymbopogon citratus y se consideraron
como genotdxicos aquellos tratamientos que
incrementaron significativamente la actividad -
galactosidasa, en comparacion con el nivel de activi-
dad del control no tratado. Los resultados muestran
que la induccion de SOS en células tratadas con la
fraccién butandlica aumenta significativamente des-
de la minima concentracién aplicada y se mantiene
un efecto genotodxico significativo dependiente de la
concentracion (Fig. 1B). La actividad de la enzima B-
galactosidasa de las células tratadas con las fraccio-
nes acuosa y aceites, no varia estadisticamente al
compararla con el control no tratado.
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El ensayo Rif' estd basado en la induccién de
mutaciones en el gen rpoB que determina la
sensibilidad a la Rifampicina. La frecuencia de células
mutadas inducida por la fraccién butandlica, mantiene
niveles bajos en las menores concentraciones
evaluadas, y aumenta, llegando a ser significativa-
mente superior en la concentracion de 2.0 mg/mL,
respecto a los niveles alcanzados por las células no
tratadas. La evaluacion de la posible mutagenicidad
inducida por las fracciones acuosa y aceites en las
células de Caulobacter crescentus demostré que la
frecuencia de aparicion de las mutaciones en las
células tratadas es menor que la encontrada en las
células no tratadas (Fig. 1C).

Fotoproteccion de las fracciones extraidas de C.
citratus

El estudio de la capacidad fotoprotectora se centrd
en las concentraciones de las fracciones acuosa y de
aceites esenciales que resultaron inocuas desde el
punto de vista toxico. La longitud de onda 254 nm es
absorbida por la molécula de DNA, y por tanto es la
frecuentemente usada para medir el efecto de la luz
UV sobre el DNA (Schuch y Menck, 2010).

La medicidn de la transmitancia es un indicativo de la
magnitud en que la radiacién UVC es absorbida por las
diferentes fracciones obtenidas de C. citratus. En la
fraccidn acuosa, la transmitancia (Fig. 2 A) se mantiene
relativamente constante alrededor del 40% para todas
las concentraciones medidas. En los aceites esenciales,
la menor concentracién medida deja pasar el 100% de
la luz UVC pero a medida que aumenta la concentra-
cién, la transmitancia se reduce hasta llegar a un 60 %
en la concentracién de 1.0 mg/mL que se mantiene,
practicamente, constante para todas las concentracio-
nes restantes. Ello indica que en ambas fracciones,
acuosas y aceites, existen compuestos que absorben el
paso de la luz UVC a la longitud de onda de 254nm.

La evaluacion de la actividad fotoprotectora del DNA
también se realizé aplicando los ensayos SOS
colorimétrico y Mutagenicidad de resistencia a la
Rifampicina. En relacién con el ensayo SOS (Fig. 2B) se
evidencié que los tratamientos aplicados no reducen
significativamente los niveles actividad de actividad de
la enzima B galactosidasa, al ser comparados con
células solamente irradiadas. Sin embargo en la figura
2C se observa que el tratamiento combinado de las
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Figura 2: Capacidad fotoprotectora de las fracciones acuosa
(F.Ac) y aceites esenciales (F.AE) de Cymbopogon citratus a
diferentes concentraciones en Caulobacter crescentus (A)
Transmitancia, (B) SOS colorimétrico y (C) Frecuencia de
mutaciones Rifr inducidas. Se representa la media de 3
experimentos con 3 réplicas cada uno. (*): Significacion de la
prueba de Dunnett, p < 0.05. UVC: células irradiadas con luz
UVC 45 J/im2. F.B: Fraccion butandlica; F.Ac: Fraccion
acuosa; F.AE: Fraccion aceites esenciales.

Figure 2: Photoprotective capacity of butanolic, aqueous and
essential oils fractions of Cymbopogon citratus, in Caulobac-
ter crescentus at different concentrations. (A) Transmittance
(B) SOS Colorimetric (C) Frequency of Rifr induced muta-
tions. Average of three experiments with three replicas are
presented. (*): Dunnett test signification, p < 0.05. C-: Cells
grown in optimum medium; F.B: Butanolic Fraction; F.Ac:
Aqueous Fraction; F.AE: Essential Oils Fraction.
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fracciones con la irradiacidn, difiere significativamente
y disminuye hasta 3 veces, la frecuencia de mutaciones
inducida por la luz UVC.

DISCUSION

La Cafia Santa es una planta consumida por la pobla-
cion mundial en forma de decoccion, y también es
empleada en la medicina tradicional como hipotensor,
para aliviar los sintomas del catarro y del reumatismo,
entre otros padecimientos (Ekpenyong et al., 2015).
De la especie cubana se ha demostrado las propieda-
des protectoras del DNA de la decoccidn frente a mu-
tdgenos quimicos directos y promutagenos (Capiro et
al., 2001; 2005). Mas recientemente se ha descrito su
capacidad de proteger al DNA de las radiaciones ultra-
violeta-C (Gonzalez-Pumariega et al., 2016; Vernhes et
al., 2016). En la presente investigacion se ha evaluado
la capacidad de proteger al DNA ante la accién daiiina
de la radiacion UV, en fracciones quimicamente menos
complejas que la decoccidn de hojas frescas de Cafia
Santa.

Los fitocomponentes volatiles de la Cafa Santa,
esteroides y terpenoides en toda su variedad, se en-
cuentran agrupados en la fracciéon de aceites esencia-
les, siendo el citral el componente mas abundante
(Elhassan et al., 2016). La fraccion butandlica, tiene
una polaridad menor que el agua y en ella estan conte-
nidos la mayoria de los flavonoides como apigenina,
luteolina, kaemferol y quercetina (Figueirinha et al.,
2008). La fraccidén acuosa contiene los componentes
de mayor polaridad como son los compuestos fendli-
cos (ej: acidos clorogénico, cafeico y cumarico) y los
taninos. No obstante algunos de estos fenoles, o modi-
ficaciones de los mismos pueden encontrarse en otras
fracciones (Marques y Farah, 2009; Roriz et al., 2014).

En estas fracciones pudieran estar contenidos gru-
pos de fitoquimicos que pueden potencialmente ser
beneficiosos, pero otros pudieran resultar prejudicia-
les (Sharwan et al., 2015). Por tal razén la evaluacion
de la genoproteccion, conlleva la realizacion de ensa-
yos para evaluar la citotoxicidad y genotoxicidad como
requisito previo.

Toxicidad de las fracciones extraidas de C.
citratus

La evaluacion de la toxicidad, demostré que la frac-
cion butandlica es la mas dafina (Fig. 1). El efecto ci-

totoxico observado a partir de 2.0 mg/mL pudiera ser
atribuido a dafios en la fisiologia, el metabolismo o

FABIANA FUENTES-LEON ET AL.

mecanismos celulares incompatibles con la sobrevi-
vencia bacteriana. Este resultado de toxicidad también
fue encontrado en células de E. coli (Fuentes-Ledn et
al., 2017). Numerosas y variadas investigaciones, infor-
man que tanto extracciones, como fracciones butandéli-
cas de varias especies vegetales poseen destacadas
propiedades antibacterianas como es el caso de Ana-
nas erectifolius Ampelodesma mauritanica (Toudert et
al., 2009), Alchornea cordifolia (Adeshina et al., 2012),
y Piper crocatum (Emrizal et al., 2014) por solo citar
unos pocos, que constituyen antecedentes de los re-
sultados aqui encontrados. Donde, fitocompuestos
como la rutina, que se forma creando un enlace entre
el disacérido rutinosa y el grupo hidroxilo de la querce-
tina, presentes en Cymbopogon citratus, se han infor-
mado como responsables de esa toxicidad (Macias et
al., 2009; Marcarini et al., 2011). Ademas, desde la
menor concentracion evaluada los incrementos signifi-
cativos del dafio genético a nivel primario unido al
incremento en la sobrevivencia celular, indican la pre-
sencia fitocomponentes con potencialidad genotdxica
(Brusick, 1987) en la fraccion butandlica, lo que conlle-
vd a su exclusién de una evaluacidn posterior como
agente fotoprotector.

Los aceites esenciales mostraron una disminucién
significativa de la Sobrevivencia bacteriana, también
encontrada en E. coli (Fuentes-Ledn et al., 2017), que
llevd a la exclusion de la concentracion 4.0 mg/mL.
Este resultado pudiera deberse a las propiedades anti-
microbianas descritas para esta especie vegetal
(Fadipe y Onifade, 2015). En concentraciones meno-
res, tampoco se encontraron indicadores de genotoxi-
cidad a ninguno de los dos niveles evaluados, por el
contrario se encontraron frecuencias de mutaciones
mas bajas que en el control no tratado. Un resultado
semejante (toxicidad celular sin dafio al DNA) se ha
informado para los aceites esenciales de Piper gaudi-
chaudianum (Sperotto et al., 2013).

Por su parte la fraccion acuosa mantiene indicadores
de dafo estadisticamente semejante al control en los
tres niveles evaluados (celular, dafio primario y dafio
génico). Trabajos precedentes a esta investigacion,
empleando E. coli como modelo bioldgico para el ensa-
yo SOS, encontraron toxicidad en la maxima concen-
tracion evaluada (Fuentes-Ledn et al., 2017). Semejan-
te a los aceites esenciales, la fracciéon acuosa mantiene
niveles de frecuencia de células mutadas mucho mas
bajas que el control, lo que indica una posible activi-
dad antimutagénica de los compuestos alli presentes.
Por estas razones, los estudios de protecciéon frente a
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luz UVC estuvieron dirigidos solamente a la fraccion
acuosa y aceites esenciales, en aquellas concentracio-
nes que no dafiaron a las células, ni al DNA.

Fotoproteccidn de las fracciones extraidas de C.
citratus

Las propiedades protectoras ante agentes
mutagénicos pueden deberse, basicamente, a dos
formas de accion. Una de ellas es impedir que el
agente dafiino alcance la molécula de DNA, actuando
como desmutagenos. Otra forma de accién es que una
vez generado el dafio en el DNA, este sea reparado o
se impida la fijacion de la mutacién actuando en ese
caso como bioantimutagenos (Bhattacharya, 2011). La
utilizaciéon de una genotoxina de naturaleza fisica,
como la luz UV, cuya penetracidn y acceso al DNA es
directo, hace que el modo de accion desmutagénico
quede practicamente limitado a una acciéon de caracter
fisico: absorcion o reflexién de la luz.

En la literatura se informa que de manera general,
los polifenoles incluidos los taninos naturales son com-
puestos croméforos pues poseen estructuras policicli-
cas aromaticas, que absorben la luz UV y actian como
“pantallas” o “barreras” (Saewan y Jimtaisong, 2013).
Ejemplos de ellos presentes en Cymbopogon y que
pudieran estar contenidos en la fraccion acuosa, son
acidos fendlicos y cinamicos, como el dcido coumarico,
clorogénico y cafeico, entre otros (Pinto et al., 2015).
Los monoterpenos y sesquiterpenos como geranial y
neral, entre otros componentes de los aceites esencia-
les de esta planta, son capaces de absorber la radia-
cion UV. Tal es el caso del limoneno que posee un ma-
ximo de absorcion en 262 nm. Todos estos fitocom-
puestos poseen estructuras que, en principio, pudie-
ran resultar favorables para la absorcion de radiacio-
nes, entre ellas las del espectro UV. Ello indica un posi-
ble efecto protector por un principio fisico, actuando
como barrera entre la luz y el material biolégico en
todas las concentraciones evaluadas de la fraccién
acuosa y a partir de 1 mg/mL en el caso de los aceites
esenciales (Fig.2 A). Ademas, estos resultados presu-
ponen que la fraccidn acuosa posee mayor capacidad
fotoprotectora que los aceites esenciales atendiendo a
un principio fisico de accidn, pues posee menores nive-
les de transmitancia desde la menor concentracién
evaluada.

Analizando de conjunto los resultados de induccion
de SOS con la transmitancia ejercida por los compo-
nentes de estas fracciones, se aprecié que no impidie-
ron la generacién del dafio primario pues la actividad

FABIANA FUENTES-LEON ET AL.

de la enzima B-galactosidasa tiene una magnitud simi-
lar al de las células solamente irradiadas (Fig 2 A y B).
Ello indica que aunque las fracciones son capaces de
absorber un por ciento de la irradiacion ultravioleta, la
dosis de luz que llega al DNA es capaz de generar dafio
primario. Lo cual significa que los compuestos presen-
tes en las fracciones acuosas y aceites esenciales, no
operan como desmutagenos.

La evaluacion de la antimutagenicidad, evidencia
que los tratamientos en debate disminuyen la
frecuencia de aparicion de mutaciones y mostraron
diferencias estadisticamente significativas al compa-
rarlas con las células irradiadas no tratadas (Fig. 2C).
Actualmente es considerado como verdadero agente
antimutagénico aquel que disminuye la frecuencia de
aparicion de las mutaciones, tanto si ello implica o no
reducir o prevenir el dafio primario en el DNA
(Bandyopadhyay et al., 2014). Sobre esta base, la
congruencia entre los resultados de fotoproteccién
obtenidos con el ensayo SOS y el de mutagenicidad Rif'
pudiera explicarse si asumimos que los componentes
de las fracciones actuan inhibiendo la fijaciéon de la
mutacién, por tanto como bioantimutagenos.

La propiedad antimutagénica de la Cafia Santa se ha
demostrado en fracciones obtenidas a partir de sus
diferentes formas de extraccién y en varios modelos
biolégicos como son las bacterias, las levaduras, los
insectos y los ratones (Shah et al., 2011). Ha demostra-
do respuesta positiva frente mutdgenos quimicos co-
mo el perdxido de hidrégeno y agentes alquilantes
(Capiro et al., 2001; 2005).

Esta propiedad antimutagénica también se ha
informado para los aceites esenciales de plantas como
Origanum compactum, Artemisia herba alba vy
Cinnamomum camphora que reducen el dafio genético
nuclear inducido por UVC. También Salvia officinalis y
sus componentes principales, entre los que se
encuentra el limoneno, inhibe la mutagénesis inducida
por UVC en Salmonella typhimurium, Escherichia coli y
Saccharomyces cerevisiae (Bakkali et al., 2006; 2008).
Estos autores plantean que los aceites esenciales
afectan la produccién de ATP, de manera que las
células realizan un procesamiento mas lento de los
dafios generados por la luz UV pues gran parte de la
magquinaria enzimatica de reparacidon requiere de
energia. Demostraron, en particular, que los aceites de
Origanum compactum poseen propiedades antimuta-
génicas independientes de la reparacidén por escision
de nucledtidos (NER, por sus siglas en inglés).
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En la literatura son varios los ejemplos de productos
naturales que fotoprotegen mediante el incremento
de la efectividad de los mecanismos de reparacién del
DNA. Potenciar la reparacion de apareamientos
erréneos (MMR, por sus siglas en inglés), la fidelidad
de la DNA polimerasa, en la replicacién o en la
reparacién por sintesis, el aumento de la reversion del
dafio o la inhibicion de la reparacién no libre de
errores, son formas de accidon propuestas para
extractos de plantas (Nichols y Katiyar, 2010). En este
sentido, estudios futuros con las fracciones obtenidas
de C. citratus pudieran contribuir al esclarecimiento de
las vias de accion antimutagénica de estos derivados
vegetales.

La actividad fotoprotectora de la fraccion acuosa que
evidencian los resultados de la presente investigacion,
indican que esta fraccion tiene un aporte determinan-
te a los resultados obtenidos por Gonzalez-Pumariega
et al., (2016) y Vernhes et al., (2016) referidos a la ca-
pacidad fotoprotectora frente a la radiacion UVC de la
decoccién de Cymbopogon citratus. No obstante, com-
puestos quimicos presentes en otras fracciones pudie-
ran estar implicados en la actividad protectora de la
decoccidn, mediante una accién sinérgica y/o aditiva
que se perdid debido al proceso de fraccionamiento.
Por otra parte, la capacidad antimutagénica encontra-
da en la fraccidon de aceites esenciales amplia el aval
antimutagénico de la planta. A la vez estos resultados,
constituyen una primera aproximacion al esclareci-
miento de cuales son las posibles familias de fitocom-
ponentes responsables de la actividad fotoprotectora
de la decoccidn; proponen que la via de accién protec-
tora es bioantimutagénica.
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