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RESUMEN. Relacionado con la perspectiva farmacológica y/o nutricional que presentan 
algunas plantas y algas, el uso de estudios preclínicos que evalúan sus efectos tóxicos  
mutagénico y/o carcinogénico aumenta. Especies pertenecientes al género Pinus y género 
Halimeda han atraído la atención de especialistas por sus propiedades antioxidantes. El 
presente trabajo tuvo como objetivo evaluar la toxicidad de los extractos acuosos de Pinus 
caribaea y Halimeda monile en células humanas. Dos líneas celulares transformadas con 
fragmento de SV40 fueron usadas como modelo experimental. Las células MRC5 y XP4PA 
fueron expuestas a diferentes concentraciones de ambos extractos durante 48 horas. El 
efecto citotóxico de los extractos fue evaluado mediante el ensayo de sobrevivencia 
clonogénica. Para ambas líneas celulares, el extracto acuoso de P.caribaea fue más tóxico 
que el extracto acuoso de H.monile. Para P.caribaea, dosis iguales y superiores a 10 μg/mL 
inhibieron la capacidad de formación de colonias en ambos tipos de células. Sin embargo, el 
efecto tóxico del extracto de H.monile se mostró a partir de las dosis 100 µg/mL y 2000 
µg/mL para las células MRC5 y XP4PA respectivamente.
 
ABSTRACT. In the perspective of pharmacological and/or nutritional usefulness of plants 
and seadweeds, some preclinical studies in order to evaluate their toxic, mutagenic and/or 
carcinogenic effect increases. Species belong to Pinus and Halimeda genera have attracted 
the attention of specialists for their antioxidant properties.This investigation was aimed to 
evaluate the toxicity of Pinus caribaea and Halimeda monile aqueous extracts against human 
cells. Two SV40 transformed cell lines were used as experimental models. MRC5-SV and 
XP4PA cells were exposed at different concentrations of both aqueous extracts during 48 
hours. The toxic effects of extracts on cells were evaluated through clonogenic cell 
survival.The ratio of colonies of cells treated with extracts and those not treated was taken as 
cell survival ability.For both cell lines, aqueous extract of P.caribaea was more cytotoxic than 
H.monile extract. For P.caribaea extract, equal and higher doses of 10µg/mL inhibited colony 
formation capacity in MRC5 and XP4PA cells. Nevertheless, cytotoxic effect of H.monile 
extract was showed from 100 µg/mL and 2 mg/mL concentration in MRC5 and XP4PA cells 
respectively.  
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INTRODUCCIÓN 
 
El uso de las plantas para fines terapéuticos es una práctica muy antigua y ampliamente 
difundida.1 De igual manera, especies de la flora marina, como las algas, han sido 
extensamente investigadas por su uso la biomedicina y en la cosmética, además de sus 
potencialidades nutritivas.2 -5  
Especies pertenecientes al género Pinus, han sido estudiadas por sus propiedades 
antioxidantes y antimicrobiana fundamentalmente.6-8 Extractos de la corteza de especies de 
este género se emplean por pueblos del mundo como remedios etnobotánicos, como 
antidiarreico, antiparasitario, en el tratamiento de la gonorrea, la disentería, la diabetes, para 
el tratamiento de la impotencia y como inmunoestimulantes.9 Algas del género de Halimeda 
también  han sido  estudiadas por su capacidad antioxidante,2, 10, 11 han mostrado tener  un 
marcado efecto protector frente a la muerte inducida por cianuro de potasio y el cloruro de 
metil mercurio10,12 y constituyen excelentes neuroprotectores.12

A pesar de estas amplias bondades terapéuticas, especies de plantas y algas, pueden 
contener sustancias tóxicas  que perjudican la salud humana.1,13 Ejemplo de ello son 
compuestos químicos complejos como, alcaloides, glicósidos, saponinas y terpenoides 
presentes en plantas.14,15 De las algas es conocido, un sinnúmero de especies tóxicas, la 
naturaleza química de las sustancias que le dan esta propiedad y los efectos que causan en 
la salud humana.16

El estudio de las propiedades tóxicas, genotóxicas, mutagénicas y/o carcinogénicas, de 
compuestos de fuentes naturales que puedan ser de uso frecuente en la población 
constituye un requisito preclínico imprescindible para que estos compuestos puedan ser 
registrados y reconocidos como productos farmacéuticos consumibles por el ser humano.17

Trabajos experimentales in vitro e  in vivo han sido realizados con el fin de evaluar las 
propiedades tóxicas de especies de los géneros Pinus y Halimeda. En particular, sobre los 
extractos de Pinus caribaea y Halimeda monile  se han realizado evaluaciones tóxicas 
mediante el empleo de diversos modelos biológicos.18-21 Sin embargo, es limitada la  
información que se maneja acerca del efecto tóxico de estos extractos  en células humanas.  
En tal sentido, el objetivo de la presente investigación fue evaluar el efecto tóxico de  los 
extractos acuosos obtenido de estas especies, en las líneas celulares MRC5 y XP4PA, 
mediante el ensayo de sobrevivencia clonogénica. 
 
MATERIALES Y MÉTODOS 
 
Extractos y concentraciones evaluadas 
El extracto acuoso de Pinus caribaeae, Morelet (EPC) fue obtenida de la corteza de árboles 
de esta especie de veinte años de edad, ubicados en la localidad de Viñales, Provincia de 
Pinar del Río. Fue donado para este estudio, por el Dr. Jorge Luis Santana  del Instituto 
Superior de Tecnologías y Ciencias Aplicadas.  La citotoxicidad del extracto fue evaluada en 
las dosis: 0.001- 1000 µg/ mL. 
El extracto acuoso de H. monile (EHM) se obtuvo de especies colectadas en la playa de los 
Bajos de Santa Ana, en el Municipio Punta Brava, provincia La Habana, en Febrero y Junio 
del 2007. El material fue secado, pulverizado y tamizado. Se homogenizó en agua destilada 
(1:5 w/v). El homogenado se centrifugó y el sobrenadante se liofilizó. La citotoxicidad del 
extracto fue evaluada en las dosis: 0.001- 2000 µg/mL. 
 
Líneas celulares y condiciones de cultivo 
Fueron empleadas dos líneas celulares transformadas con un fragmento de SV40. Las 
células NER proficientes, provenientes de las biopsias de pulmón de individuos sano (MRC 
5-SV), y células NER deficientes  obtenidas de biopsias de piel de pacientes con Xeroderma 
Pigmentosum (XP4PA, grupo de complementación XPC). Las células se mantuvieron 
creciendo en medio de cultivo (DMEM; invitrogen, Carlsbad, CA, USA) suplementado con 
10% de suero bovino fetal (FBS; Cultilab, Campinas, SP, Brasil), a 37° C en una atmósfera 
húmeda al 5% de CO2. 
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Ensayo de sobrevivencia clonogénica 
Aproximadamente 1x103 células en crecimiento exponencial fueron plaqueadas. Después 
de 16h de incubación el medio fue sustituido por medio fresco suplementado con las 
diferentes concentraciones de los extractos. Se incubaron las células por un período de 48h. 
Luego este medio fue retirado y se añadió medio sin extracto, nuevamente se incubaron por 
un período de 4-6 días. Las colonias formadas fueron teñidas con una solución de violeta 
cristal al 1% y contadas. 
 
Análisis estadístico 
Los datos fueron analizados en el programa Statistica 6.1, Copyright Stat Soft, Inc 1984-
2001. Se calcularon los valores medios y las desviaciones estándar de cada tratamiento. Se 
determinó normalidad, homogeneidad de varianza y se realizó el ANOVA para los datos. Se 
compararon las medias mediante la prueba de Dunnett (p<0.05). 
 
 
RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
  
Citotoxicidad de los extractos de P. caribaea y H. monile. 
Ante el tratamiento con EPC ambas líneas celulares presentaron similar comportamiento. La 
capacidad de formación de colonias de las células disminuye de manera dependiente de las 
dosis del extracto. El efecto citotóxico de EPC fue significativo a concentraciones iguales y 
superiores a 10 μg /mL. El DL50 de EPC para las células MRC 5 y XP4PA es de   29.19 y 
18.95 μg/mL respectivamente (Fig. 1). 
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                                    Fig. 1. Efecto del extracto acuoso de P.caribaea en la viabilidad de las  células 

MRC 5 y XP4PA. Cada valor representa las medias ± DE de tres experimentos 
independientes. (*) significativo para una p < 0.05, en la prueba  Dunnett.  
 

 
 
 
En el caso del EHM, el efecto inhibitorio en la sobrevivencia de las células MRC5 y XP4PA 
fue significativo a concentraciones ≥100 μg/mL y ≥2000 μg/mL, respec-tivamente. El DL50 de 
EHM es de  1189.47  μg /mL para las células MRC 5 y  1615.85 μg /mL para las células 
XP4PA (Fig. 2). 
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 Fig. 2. Efecto del extracto acuoso de H.monile en la viabilidad de las  células 
MRC 5 y XP4PA.  Cada valor representa las medias ± DE de tres 
experimentos independientes.  (*) significativo para una p < 0.05, en la 
prueba  Dunnett.             

 
 
 
 

La toxicidad del extracto acuoso de P.caribaea se manifestó de manera similar en ambas 
líneas celulares a pesar de presentar diferentes “background” genéticos,22 una posible 
explicación a este resultado es que fitocomponentes presentes en EPC tienen un mismo 
blanco de acción molecular, desencadenando así procesos que inhiben la división celular o 
conlleven a la muerte celular.  
Extractos obtenidos de diversas especies vegetales que poseen catequinas oligoméricas, 
compuestos flavónicos, como flavonas e isoflavonas, y taninos son capaces de inhibir la 
actividad  de enzimas, como la elastasa23 y la topoisomerasa II.24-26 Recientes 
investigaciones también indican que fitocomponentes de este mismo extracto son capaces 
de interactuar e inhibir enzimas de restricción como Bam HI,  Eco RI y Pvu II.20 Los taninos 
han sido reportados como los principales responsables de la interacción de fitocomponentes 
de los extractos vegetales con proteínas. Esta propiedad se debe a la gran cantidad de 
grupos hidroxilo fenólicos presentes en su estructura que posibilita la formación de  puentes 
de hidrógeno entre estos grupos y el oxígeno del grupo carbonilo de los enlaces 
peptídicos.27 El estudio fitoquímico de EPC ha demostrado la presencia de compuestos 
polifenólicos y un alto contenido de taninos,6 la presencia en el extracto de algunos de los 
elementos vegetales antes mencionados pueden ser responsables de interacciones entre 
polifenoles y proteínas importantes en el proceso de viabilidad celular. 
Adicionalmente reportes de nuestro grupo de investigación indican que el extracto es capaz 
de inducir roturas de cadenas en el ADN,  siendo esta capacidad clastogénica dependiente 
de la concentración y el tiempo de exposición.19 Esta propiedad clastogénica ha sido 
atribuida principalmente a los taninos, produciendo roturas y recombinación cromosómica en 
cultivo celulares e inducen eficientemente la formación de micronúcleos como indicador de 
daño cromosómico en células V79 de Hamster Chino.28 El efecto genotóxico demostrado 
para este extracto puede estar relacionado con el efecto tóxico observado para ambas 
líneas celulares. 
La toxicidad de EPC también puede estar relacionada con la presencia de metales como el 
Cadmio (6). Este metal pesado, es tóxico, y puede acumularse en órganos vitales y producir 
toxicidad de forma progresiva, algunos autores también indican que tiene efecto 
neoplásico.29  
Tomando los resultados descritos para el extracto de H. monile, indican que las células 
MRC5 fueron más sensibles al tratamiento con este extracto que las células XP4PA. Una 
posible explicación sería que las células XP4PA, al ser células de la piel, podrían tener 
respuestas de defensa más eficientes frente a agentes dañinos externos.  
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Para las algas ha sido descrita la presencia de bromofenoles y estos compuestos han 
mostrado poseer capacidad citotóxica principalmente en líneas celulares tumorales.30,31  
Especies del género Halimeda, en particular especies como la evaluada en este trabajo y 
H.opuntia presentan un alto contenido de ácidos fenólicos principalmente ácido salicílico.11 
Este compuesto, ha mostrado propiedades tóxicas en líneas celulares normales y 
tumorales,33,34 su presencia en EHM puede ser responsable del efecto tóxico indicado. Otras 
investigaciones han demostrado la capacidad de estas algas de generar daño en el 
ADN.19,35 Dicho efecto genotóxico puede estar relacionado con el efecto inhibitorio de EHM 
en la viabilidad de las líneas celulares empleadas en esta investigación. 
 
CONCLUSIONES 
Los extractos evaluados resultaron tóxicos para las células MRC5 y XP4PA. Tal efecto se 
produjo por P.caribaea a concentraciones (10 μg/mL) menores  que las del extracto de 
H.monile (100 y 2000 μg/mL). Esto podría explicarse por la diferente composición fitoquímica 
de estas especies como respuesta adaptativa frente a hábitats desiguales.  
Los resultados obtenidos empleando células humanas como modelo experimental, 
constituyen una valiosa aproximación al conocimiento de la toxicidad de estas  especies para 
diversos fines terapéuticos y/o alimenticios.  
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