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RESUMEN

TITULO: ESTUDIO DEL POTENCIAL ANTIGENOTOXICO DE EXTRACTOS DE FLUIDOS
SUPERCRITICOS OBTENIDOS DE ESPECIES VEGETALES DE LA DIVERSIDAD
COLOMBIANA (ASTERACEAE, BURSERACEAE, ERICACEAE, LAURACEAE, SOLANACEAE
Y VERBENACEAE) FRENTE AL DANO GENETICO PRODUCIDO POR RADIACION
ULTRAVIOLETA "

Autor: Nathalia Rey Castellanos ~

Palabras claves: Antigenotoxicidad, SOS Chromotest, Radiacion ultravioleta, Extraccion con CO,
supercritico.

Descripcién: El presente estudio evalu6 el potencial genotdxico y antigenotoxico (fotoprotector) de
13 especies de plantas frente al dafio genético producido por la radiacion ultravioleta de tipo C
(UVC). Los extractos vegetales se obtuvieron por extraccion con CO, supercritico y su composicion
quimica fue determinada por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-
MS, por sus siglas en inglés). El efecto antigenotéxico de las extractos fue evaluado en el ensayo
SOS Chromotest en un procedimiento de co-incubacion con la cepa PQ-37 de Escherichia coli.
Este trabajo reporta por primera vez el efecto fotoprotector de Lippia origanoides (extractos SFE
042 y SFE 008, RT SFE 007), Persea caerulea(SFE 030), Baccharis cf. nitida (SFE
033), Lourteigia sp (SFE 015), Austroeupatorium inulifolium (SFE 038), Chromolena pellia (SFE
001) y Solanum crotonifolium (SFE 019). Esta actividad antigenotéxica podria estar relacionada
con los componentes mayoritarios de los extractos encontrados en los andlisis fitoquimicos. Los
compuestos mayoritarios fueron el carvacrol (56.96%) para el SFE 042; pinocembrina (54.89%)
para el SFE 008; hidrocarburos triterpénicos no identificados (29.3%, IRL= 3497; 18.92%, IRL=
3586; 38.34%, IRL= 3420) para los extractos SFE 033, 038 y 001; Norolean-12-ene (32.42%) para
el SFE 0015. La caracterizacion quimica de los extractos SFE 030 y SFE 019 no fue conclusiva.

" Tesis de grado.
Escuela de Biologia, Facultad de Ciencias, Universidad Industrial de Santander. Director: Jorge
L. Fuentes Lorenzo, Microbiologo Ph.D. Codirectora: Elena E. Stashenko Ph. D.
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ABSTRACT

Title: STUDY OF THE ANTIGENOTOXIC POTENTIAL OF SUPERCRITICAL FLUID (COj)
EXTRACTS FROM PLANT SPECIES OF THE COLOMBIA DIVERSITY (ASTERACEAE,
BURSERACEAE, ERICACEAE, LAURACEAE, SOLANACEAE AND VERBENACEAE) AGAINST
ULTRAVIOLET RADIATION-INDUCED DNA DAMAGE *

Author: Nathalia Rey Castellanos ~
Keywords: antigenotoxicity, SOS Chromotest, UV radiation, supercritical CO, extraction.

Description:

This study evaluated the genotoxic and antigenotoxic (photoprotector) potential of 13 botanical
species, collected in east of Santander, against induced UVC genetic damage. The extracts were
obtained by supercritical CO2 extraction and their chemical compositions were determined by gas
chromatography-mass spectrometry (GC-MS). The antigenotoxic effects were assayed in co-
incubation procedure using the SOS chromotest in Escherichia coli PQ-37. This work presents the
first report on photoprotective properties of Lippia origanoides (extractos SFE 042 y SFE 008, RT
SFE 007), Persea caerulea (SFE 030),Baccharis cf. nitida (SFE = 033), Lourteigia sp (SFE
015), Austroeupatorium inulifolium (SFE 038), Chromolena pellia (SFE 001) and Solanum
crotonifolium (SFE 019). This effect could be related with the major constituents reported in
phytochemical analysis. The major constituents were carvacrol (= 56.96%) in SFE 042,
pinocembrine (= 55%) in SFE 008; unidentified triterpenics hydrocarbons (29.3%, IRL= 3497;
18.92%, IRL= 3586; 38.34%, IRL= 3420) in SFE 033, 038 y 001; Norolean-12-ene (32.42%) in SFE
015. The chemical characterization of extracts SAFE 030 and SFE 019 were inconclusive.

" Thesis Project.
Faculty of Sciences, Program of Biology. Director: Jorge L. Fuentes Lorenzo, Microbiologist,
Ph.D. Codirector: Elena E. Stashenko, chemist, Ph.D.
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INTRODUCCION

Actualmente se acepta que la carcinogénesis es un proceso con multiples
estadios, fruto de la acumulacion en una célula de sucesos genéticos y
epigenéticos (Pleasance et al., 2010; Visvader, 2011; Zaidi, Day, & Merlino, 2008).
La estabilidad celular, que evita la acumulacién de mutaciones potencialmente
oncogeénicas, depende de la frecuencia con que se producen las lesiones en el
ADN y de su capacidad para reparar dichas lesiones (Laval, Jurado, Saparbaev, &
Sidorkina, 1998; Peltomé&ki, 2001).

El efecto mutagénico que tienen diferentes factores de estrés ambiental puede
generar inestabilidad genética que inician procesos carcinogénicos. Entre dichos
factores de estrés ambientales, la radiacién ultravioleta (RUV) es considerada
como un factor de riesgo importante para el desarrollo de cancer de piel (Tsatsou
& Trakatelli, 2012). La accién genotoxica de la RUV se debe, principalmente, a la
produccién de dimeros de pirimidina ciclobutano (DPC), 6-4 pirimidina pirimidona
(6-4 PP) y 8-hidroxideoxiguanosina (8-OHdG), que parecen ser iniciadores del
cancer de piel (Halliday, Norval, Byrne, Huang, & Wolf, 2008; Ravanat, Douki, &
Cadet, 2001). En este contexto, la prevencion del cancer de piel en las
poblaciones humanas sanas implica evitar la exposicion a los rayos solares y tener
una adecuada fotoproteccion (Gilaberte & Gonzalez, 2010; Gonzéalez, Fernandez,
& Gilaberte, 2008).

El desarrollo de fotoprotectores con base en productos naturales que contribuyan
a mitigar la incidencia de la radiacion solar es una tematica de creciente interés
mundial. En este contexto, los antimutdgenos o agentes que reducen la
produccion de mutaciones espontdneas e inducidas en las células, son de
particular utilidad. Estos agentes también se han clasificado con base en sus

mecanismos de accion (Wattenberg, 1985). Una simple pero préactica clasificacion
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es aquella que separa a los antimutagenos en dos grandes grupos: desmutagenos
y bioantimutagenos (Kada & Shimoi, 1987). Los desmutdgenos inactivan el
mutageno, ya sea quimica o bioquimicamente antes de que puedan dafar el
material genético, mientras que los bioantimutagenos interfieren con los procesos
celulares involucrados en la fijacion del dafio genético en mutaciones; por ejemplo,
ciclo celular, replicacion y/o reparacion del dafio en el ADN, entre otros (Kuroda &
Inoue, 1988). Sobre la base de los diferentes mecanismos de accidn que éstos
presentan, se han propuesto detalladas guias que indican los puntos del proceso
carcinogénico donde es posible detener o bloquear el desarrollo del cancer
usando antimutdgenos (De Flora & Ferguson, 2005; De Flora & Ramel, 1988; De
Flora, 1998). Varios de estos puntos de intervencion incluyen inhibicion de efecto
genotoxico, actividad antioxidante, inhibicion de la proliferacion celular, induccién
de la diferenciacion celular e interferencia con sefiales de transduccion;
conduciendo a la proteccién en mas de un punto del proceso carcinogénico y
soportando la implementacion racional de estrategias de quimioprevencion para el
control del cancer. Aunque algunos de estos mecanismos son hipotéticos, vy
probablemente haya otros desconocidos hasta el momento, trabajos como los
mencionados contribuyen sin lugar a dudas a un estudio mas racional de este tipo

de agentes quimiopreventivos.

El Grupo de Investigacién en Microbiologia y Genética (Escuela de Biologia — UIS)
desarrolla un proyecto dirigido a identificar compuestos naturales de la flora
colombiana con potencial quiopreventivo y/o fotoprotector frente al dafio genético
inducido por radiacién ultravioleta. La presente tesis, desarrollada en el marco del
proyecto mencionado, estudi6 tal efecto fotoprotector en 13 extractos de especies
de plantas provenientes de las familias Verbenaceae, Solanaceae, Asteraceae,

Burseraceae, Ericaceae y Lauraceae.

13



1. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el potencial antigenotoxico de 13 extractos de plantas frente al dafio

genético inducido por la radiacion de tipo UVC.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Evaluar el efecto genotdxico de los 13 extractos en el ensayo SOS Chromotest.

e Evaluar el efecto antigenotoxico de los 13 extractos frente al dafio ocasionado
por radiacion UVC en el ensayo SOS Chromotest.

e Conocer la composicion quimica de los extractos con potencial fotoprotector

mediante un analisis cromatogréfico.
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2. MARCO TEORICO

Los estudios sobre mutagénesis adquieren cada vez mayor importancia a nivel
mundial, debido a la accién de diferentes agentes genotoxicos y/o mutagénicos
sobre la salud del hombre moderno (M. Gonzalez, Vernhe, & Sanchez, 2009).
Entre dichos agentes se encuentra la radiacion ultravioleta, la cual se cataloga

como el carcinégeno ambiental mas ubicuo de la tierra (Zaidi et al., 2008).

El cancer de piel, el cual incluye el carcinoma de células basales y escamosas asi
como el melanoma cutaneo (BCC, SCC y CM por sus siglas en inglés), se ha
relacionado con una serie de factores endégenos y ambientales (Garbe & Leiter,
2009). Diversos estudios han evidenciado que la exposicion a la RUV, ya sea por
luz solar o por medio de caAmaras o lamparas bronceadoras, constituye el principal
factor de riesgo exdégeno para padecer cancer de piel (de Gruijl, 2002; Garbe &
Leiter, 2009; Marks, 2000). EI CM, uno de los tipos de cancer de piel mas
peligrosos, se origina en los melanocitos que se encargan de producir un pigmento
en la piel, generalmente de color café, conocido como melanina. La melanina es
un cromoforo importante que actia como filtro, absorbiendo la radiacién UV, para
proteger al organismo (Acosta, Fierro, Velasquez, & Rueda, 2009; Hussein, 2005).
De acuerdo a la Sociedad Americana Contra el Cancer, la tasa de CM ha estado
aumentando en los dltimos 30 afios. Este representa aproximadamente del 2 al
7% de los casos de cancer de piel, pero es causa casi del 90% de la mortalidad.
Para el afio 2014 en los Estados Unidos de América el melanoma es uno de los
canceres mas comunes en los adultos jovenes, especialmente en mujeres
menores de 30 afios. Aunque en Colombia no existen estudios epidemiologicos
exhaustivos sobre la incidencia del CM, Sanchez, Nova, de la Hoz, & Castafeda
(2011) reportan un incremento en la incidencia de CM, pasando de 4
caso0s/100.000 habitantes en el afio 2003 a 6 casos/100.000 habitantes en el

2007. Ante esa problematica, diferentes mecanismos de fotoproteccion se han
15



propuesto tales como: agentes fotoprotectores de bloqueo (ropa, sobrero, gafas,
etc.), agentes fotoprotectores topicos (protectores solares) y agentes
fotoprotectores orales (Gilaberte & Gonzalez, 2010; Gonzalez, Fernandez, &
Gilaberte, 2008).

2.1 LA RADIACION ULTRAVIOLETA

La luz solar se compone de un espectro continuo de radiacion electromagnética
que se divide en tres partes principales de longitud de onda (Figura 1): luz
infrarroja, luz visible y luz UV. Esta Ultima a su vez se divide en tres regiones: onda
larga UVA (400-320nm), onda media UVB (320-290nm) y onda corta UVC
(Hussein, 2005).

Figura 1. Espectro electromagnético de la radiacion solar y sus principales efectos
biolégicos. DPC: dimeros de pirimidina ciclobutano; 6-4 PP: 6-4 pirimidina

pirimidona; ROS (por sus siglas en inglés): especies reactivas de oxigeno.

Longitud de onda
200 240 280 320 340 380 420 600 700 800 (nm)
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Radiacion Ultravioleta

Luz visible Infrarrojo
uvc | uvB I UVA

Rango filtrado
L DPC y 6-4 PP
I
ROS I

Fuente: Tomado y modificado de Hussein, 2005

La radiacion UV representa solo una pequefia porcion de los rayos del sol, sin
embargo, es el componente mas nocivo y mutagénico del espectro de radiacion
solar (Hussein, 2005). Energéticamente hablando, UVC > UVB > UVA. Dado que
estos tipos de radiacion UV son filtrados diferencialmente por la capa de ozono, la
importancia relativa de estos tipos en términos de su exposicibn no es

directamente proporcional a su energia. Asi, la radiacion UVA, aunque menos
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energética, es epidemiolégicamente mas importante ya que es filtrada solo en un
~5% por la capa de ozono; mientras que las radiaciones UVB y UVC son filtradas
mayoritariamente (95%) y en su totalidad, respectivamente. Es claro, que un
deterioro gradual de la capa de ozono permitirhd que cantidades crecientes de las
radiaciones UVC y UVB llegen a la superficie de la Tierra, incrementando asi su
importancia en terminos de su exposicion (Diffey, 2002; Matsumura &
Ananthaswamy, 2002; Nichols & Katiyar, 2010). En analisis de bioprospeccion de
fotoprotectores de ADN, la UVC presenta ventajas frente a la UVB y UVA debido a
que las ondas cortas se encuentran cercanas al maximo de absorcion de las
bases nucleotidicas; por lo tanto, las reacciones fotoquimicas son mas eficientes
en esta longitud de onda (Ravanat, Douki, & Cadet, 2001).

La accion genotoxica de la radiacion UV se debe principalmente al dafio celular y
molecular ocasionado por los fotones de la luz UV a través de dos mecanismos
(Ravanat et al., 2001): por absorcién directa de la luz UVB y UVC por parte del
ADN y por una accion indirecta conocida también como fotosensibilizacion. La
accion directa, promueve la formacién de fotoproductos diméricos que involucran
dos pares de pirimidinas adyacentes, como los dimeros de pirimidina ciclobutano
(DPC) y 6-4 pirimidina pirimidona (6-4 PP). Se ha demostrado que una cantidad
pequefia de DPCs puede desencadenar la respuesta SOS (Quillardet, Frelat,
Nguyen, & Hofnung, 1989), de la cual se hara referencia méas adelante. En
segundo lugar, los mecanismos de accion indirecta o mecanismos de
fotosensibilizacion se generan por la absorcién de la luz UVA y UVB por parte de
cromoéforos enddgenos (fotosensibilizadores). Esta accion facilita la formacion de
especies reactivas del oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) tales como

radicales hidroxilo y aniones super 6xido.
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2.2 USO DE LAS PLANTAS MEDICINALES COMO FOTOPROTECTORES

Numerosos reportes apoyan el uso de la diversidad quimica de los productos
naturales como fuente de moléculas con grandes potenciales terapéuticos. Se ha
registrado el uso tanto clinico como tradicional de extractos de plantas
(principalmente en forma de infusion) o de sus constituyentes en tratamientos
antimicrobianos, insecticidas, tranquilizantes, contra desordenes intestinales,
antitumorales, entre otros (Farnsworth, Akerele, Bingel, Soejarto, & Guo, 1985;
Ganesan, 2008; Newman & Cragg, 2007). Hasta el 2008, alrededor de 100 nuevos
productos de origen natural se encontraban en desarrollo clinico, en particular
como agentes quimiopreventivos y antiinfecciosos, con vista a la creacion de
nuevos farmacos (Fabricant & Farnsworth, 2001; Harvey, 2008). Asi mismo,
estudios preclinicos y clinicos han reportado en una amplia variedad de especies
vegetales con propiedades fotoprotectoras, las cuales tiene uso potencial contra el
dafio causado por la radiacion UV. Se han descrito diferentes blancos terapéuticos
a nivel celular y molecular para retardar y/o prevenir el desarrollo de tumores en la
piel. (Anexo 1). Por ejemplo, los alcoholes grasos polihidroxilados (PFA) de
Persea americana (Lauraceae), conocida comunmente como aguacate, han
mostrado potencial fotoprotector y antiinflamatorio contra el dafio inducido por
UVB en queratinocitos y explantes de piel humana (Rosenblat et al., 2011). Se ha
demostrado que estos alcoholes promueven notablemente la remocién de
fotoproductos (DPC), posiblemente a través de una accion directa y/o indirecta en
los mecanismos de reparacion del dafio genético; de igual manera, disminuyen
significativamente los niveles de IL-6 y PGE,, mediadores de la respuesta
inflamatoria. Otro ejemplo es el caso de la silibinina, un flavonoide que se
encuentra en Silybum marianum o cardo de leche de la familia Asteraceae. Se ha
observado su accién contra la fotocarcinogénesis en el modelo de ratones
SKH:HR-1 libres de pelo (Gu, Singh, Dhanalakshmi, Agarwal, & Agarwal, 2007).
Posiblemente este compuesto actle a través de la inhibicion de los mediadores de

la inflamacién, Ciclooxigenasa-2 y oxido nitrico sintasa inducible (COX-2 y iINOS,
18



respectivamente). Otros ejemplos de especies vegetales con accion fotoprotectora
y posibles mecanismos de accion se describen en el Anexo 1.

2.3 EXTRACCION CON FLUIDO SUPERCRITICO

El estudio de la composicién quimica de las especies vegetales por medio de
diferentes técnicas de extraccion ha permitido ampliar el conocimiento de los
diferentes metabolitos secundarios que se encuentran en cada una, asi como
conocer los beneficios y perjuicios que posiblemente puedan tener las plantas que
por tradicion se han utilizado en la medicina popular (Stashenko, Martinez, Cala,
Duran, & Caballero, 2013). Dentro de esta gran diversidad de técnicas se
destacan los métodos extractivos en los cuales el aislamiento de analitos esta
basado en diferencias de solubilidades en disolvente(s) o de su capacidad de
adsorcion o absorcion sobre un sorbente o un polimero poroso (Stashenko &
Martinez, 2011). Una de las técnicas extractivas que ha experimentado creciente
acogida dentro de la comunidad cientifica, principalmente en la quimica sostenible,
es la extraccion con fluido supercritico (SFE por sus siglas en inglés; Stashenko &
Martinez, 2011). Entre las ventajas que presenta la SFE estan la eficiencia en la
preparacion de la muestra, su amplio campo de aplicacién, uso restringido de
solventes y acoplamiento de la extraccion para integrar la preparacion de la
muestra y la determinacion analitica (Zougagh, Valcarcel, & Rios, 2004). Con
respecto al uso de solventes, la SFE permite obtener, si se desea, extractos libres
de solventes, ademas de disminuir las probabilidades de degradacion y pérdida
del analito-target ya que utiliza la propiedad de disolucion de algunos fluidos, como
el CO,, en estado supercritico (Pourmortazavi & Hajimirsadeghi, 2007). Entre los
solventes disponibles para uso como fluido supercritico estan el CO,, etano,
propano, n-pentano, amonio, fluoroformo, agua, entre otros. EI CO, es
actualmente el solvente mas usado ya que puede llegar facilmente a condiciones
supercriticas y presenta claras ventajas frente a otros fluidos supercriticos como

baja toxicidad, inflamabilidad, costo y alta pureza. Sin embargo, el CO, esta
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restringido por su baja solvatacion para analitos altamente polares; no obstante, se
ha recomendado el uso de cosolventes que aumenten la eficiencia de la

extraccion, como por ejemplo el metanol (Zougagh et al., 2004).

2.4 EL ENSAYO SOS CHROMOTEST

En bacterias algunas de las respuestas celulares, inducidas por agentes que
causan dafio al ADN celular, involucran un conjunto de funciones (productos
génicos) conocidas como respuesta SOS o genes inducibles por el dafio (din, por
sus siglas en ingles). Se ha evidenciado que esta respuesta no solo promueve la
reparacion del dafo celular, sino ademas, el incremento de eventos mutacionales,
induccion de profagos y la interrupcién de la division celular (Quillardet & Hofnung,
1985). El desarrollo de todas estas funciones depende de la activacion de la
proteina RecA, la cual regula de manera positiva la auto-degradacion del represor
general del sistema SOS, LexA (Figura 2; Serment, Brefia, & Espinosa, 2005).

SOS Chomotest (Quillardet & Hofnung, 1985; Quillardet, Huisman, D’Ari, &
Hofnung, 1982) es un ensayo bacterial colorimétrico que fue inicialmente
desarrollado para detectar agentes genotdxicos, especialmente carcindbgenos, en
el Instituto Pasteur de Francia. En el ensayo es monitoreada la respuesta SOS en
la enterobacteria Echerichia coli cepa PQ-37 (F thr leu his-4 pyrD thi galE galK or
galT lac AU169 srl300::Tn10 rpoB rpsL rfa trp::Muc® sfiA::Mud(Ap, lac) cts.)
mediante una fusion genética (sula::LacZ) entre el gen sulA (sfiA), cuya funcién es
la inhibicién de la formacién del septo celular durante la respuesta SOS, y el gen
estructural de la B-galactosidasa (RG) del operdn Lactosa; el cual fue previamente
truncado en el cromosoma de la cepa E. coli PQ37. De esta manera, la expresion
RG es un indicador indirecto del dafio inducido al ADN; es decir, es un indicador
del nivel de induccion de la respuesta SOS. Como la mayor parte de los eventos

mutacionales en E. coli estan relacionados con la mutagénesis SOS (Echols &
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Goodman, 1990), la induccién de color en este ensayo es un buen indicador del

potencial mutagénico del agente inductor evaluado (Figura 2).

La cepa PQ-37 de E. coli deriva de la cepa GC4436, la cual fue desarrollada por
transduccion bacteriana usando el bacteriofago Mu(Ap,lac)cts (Huisman & D’Ari,
1981). Tal bacteriofago contiene el gen de la B-lactamasa, que confiere resistencia
a la ampicilina, y los genes estructurales, lacZ y lacY, del operdn lactosa de E. coli
sin su promotor (Casadaban & Cohen, 1979). Dado que la integracion del
bacteriofago Mu(Ap,lac)cts ocurre dentro de un gen, en este caso del gen sulA, en
direccién de su transcripcion, la expresion de los genes estructurales del operén
lactosa se dara a partir del promotor de este gen. Adicionalmente, la cepa PQ-37
presenta varios marcadores genéticos adicionales. Por ejemplo, una mutacién en
el gen uvrA (A Sancar et al., 1981) provoca deficiencia en la reparacion por
escision de nucleédtidos (A Sancar & Rupp, 1983) que la hace sensible a una
amplia variedad de mutdgenos que inducen dafios en el ADN reparados por este
mecanismo, como la RUV. Contiene una mutacion que la hace constitutiva para la
actividad fosfatasa alcalina (Torriani & Rothman, 1961). Presenta una mutacién
galE que afecta la integridad de los lipopolisacéridos de la membrana externa
celular (Koplow & Goldfine, 1974); y una mutaciéon rfa que aumenta la deficiencia
de lipopolisacaridos de la membrana celular y permite una mejor difusion de

ciertas sustancias quimicas en la célula (Quillardet & Hofnung, 1985).
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Figura 2. Principio del ensayo SOS Chromotest. Parte superior: Célula no
inducida; el represor LexA impide la expresion de la fusion sfiA::lacZ. Parte
inferior: Célula inducida; el dafio genético promueve la activacion de la proteina
RecA, la cual promueve la autodegradacion de LexA y provoca la induccién de la
expresion de la fusion sfiA::lacZ. El nivel de expresion puede ser medido a través
de un sustrato cuya degradacion produce color, como el ONPG (orto-nitrofenil-B-

D-galactopirandésido)..

Célula no inducida

uvrA rfa Alac I— sfiA::lacZ —{

LexA
Célula inducida l
%\ — sfiazlacz —]
Daiio l nﬂ | | I
I— Lesion ADN | === [SsDNA

Seial SOS

-|:

Mutagenesis SOS

Induccion de
profagos

Represos
split

]

Transcripcion lTraduccién
Ogo

B-galactosidasa

Fuente: Tomado y modificado de Quillardet & Hofnung (1985)

SOS Chromotest se presenta como un ensayo eficiente y fiable para la evaluacién
rapida de agentes que pueden dafar, proteger y/o estimular los mecanismos de
reparacion del ADN. Se ha demostrado su utilidad en trabajos de bioprospeccion
de nuevos agentes radioprotectores (Fuentes et al., 2006a) y quimiopreventivos
(Quillardet & Hofnung, 1993).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 MATERIAL VEGETAL

El material vegetal correspondiente a 13 especimenes (Tabla 1) fue colectado en
la cordillera oriental de Colombia por especialistas etnobotanicos, quienes con
base a sus conocimientos seleccionaron las plantas. La identificacion taxonémica
se realizé en el Herbario Nacional Colombiano (COL) por especialistas

etnobotanicos.

Tabla 1. Relacion de los extractos vegetales evaluados en este estudio junto con

el lugar de colecta y concentracion inicial de cada extracto.

Extracto Familia Especies Conce?ﬂg%ﬂ? stock Lcucﬂggtdae
SFE 042 Lippia origanoides 35,7 Umpalé
SFE 008 Lippia origanoides 31 Los Santos
SFE 023 Verbenaceae Lippia sp. 33,8 Barichara
RT 007 SFE Lippia origanoides 30 Los Santos
SFE 001 Chromolena pellia 30 Los Santos
SFE 015 Lourteigia sp. 30 Los Santos
SFE 033 Asteraceae Baccharis cf. nitida 30 Villanueva
SFE 038 Austroeupatorium inulifolium 30 Curiti
SFE 024 Wedelia calycina 30 Barichara
SFE 017 Burseraceae Bursera tomentosa 30 Los Santos
RT 003 SFE Ericaceae Bejaria aestuans 30 Los Santos
SFE 030 Lauraceae Persea caerulea 33,3 Charala
SFE 019 Solanaceae Solanum crotonifolium 34,2 Umpala

Fuente: Autor

3.2 OBTENCION DE LOS EXTRACTOS CON CO, SUPERCRITICO

La obtencidon de estos extractos se realizo mediante extraccion con fluido (CO5y)
supercritico (SFE, por sus siglas en inglés) siguiendo la metodologia propuesta
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por (Stashenko et al., 2013). Inicialmente, el material vegetal fue secado en un
horno a temperatura de 60 °C, durante 5 dias. El proceso de secado se continud
en vivero hasta alcanzar una humedad maxima del 20%. Luego, el material
vegetal fue picado en un molino de cuchillas con un tamiz de 1 mm y se depositd
en frascos de vidrio para su extraccion con CO, supercritico. La extraccion se
realiz6 en un equipo Thar SFE-2000-2-FMC50 (Thar Instruments, Pittsburgh, PA,
USA). Las condiciones de extraccion fueron: presion de 300 bar, temperatura de
40 °C, con flujo continuo de CO, (30 g/min) durante 5 horas. Los extractos
obtenidos fueron diluidos en metanol, hasta alcanzar una concentracion stock

(Tabla 1), y almacenados a 8 °C antes de su uso experimental.

3.3 CEPA BACTERIANA Y CONDICIONES DE CULTIVO

Con el fin de evaluar el potencial genotoxico y antigenotdxico (fotoprotector) de
cada extracto se utilizé el ensayo SOS Chromotest (Quillardet & Hofnung, 1985;
Quillardet et al., 1982). El analisis inici6 con un cultivo base de la bacteria
Escherichia coli cepa PQ-37 (F thr leu his-4 pyrD thi galE galK or galT lac AU169
srl300::Tn10 rpoB rpsL rfa trp::Muc” sfiA::Mud(Ap, lac) cts.), desarrollado durante
toda una noche (overnight) en medio Luria—Bertani (LB) suplementado con
ampicilina (50 pg/ml) y tetraciclina (17 pg/ml), a una temperatura de 37°C y
agitacion constante (100 rpm). Al siguiente dia, se inoculd6 2 ml del cultivo
overnight en 20 ml de LB suplementado con los antibidticos y se dejo crecer bajo
las condiciones experimentales descritas anteriormente hasta alcanzar una

D.Ogoonm de 0.4 (cultivo bacteriano en fase exponencial).

3.4 ANALISIS DE GENOTOXICIDAD DE LOS EXTRACTOS

El cultivo de la cepa en fase exponencial fue diluido 10 veces en medio fresco LB.
A continuacion se dispensé en tubos de microcentrifuga a los cuales se les agreg6

nueve concentraciones diferentes del extracto a evaluar (tratamientos); las cuales
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fueron determinadas experimentalmente. Como control negativo de los
experimentos se us6 agua destilada y como control positivo, una solucion 2,26 M
de 4-nitroquinolina-1-0xido. Los tratamientos y controles se incubaron a 3°C
durante 30 min para facilitar la incorporacion de extractos al interior de la célula.
Posteriormente se incubaron a 37°C por 2 horas para que ocurra la induccion del
gen reportero B-galactosidasa. Finalmente se desarroll6 el ensayo enzimético con
el fin de cuantificar tanto la actividad B-galactosidasa como la fosfatasa alcalina

(actividad constitutiva utilizada como control interno del ensayo).

Ensayo enzimatico de [-galactosidasa (BG): En placas de microtitulacién se
mezclaron 135 ul de buffer Z y 15 ul de células de los tratamientos y controles,
para facilitar la lisis celular. Posterior a 20 min, la reaccion enzimatica inici6o al
adicionar 30 pl de solucién stock de orto-nitrofenil-B-D-galactopirandsido (ONPG)
preparada a 4 mg/ml de buffer fosfato (0.1 M, pH 7.0) y se dej6é en incubacion
durante 40 min. La reaccién se detuvo afiadiendo 100 pl de solucién 1 M Na,COs.
La lectura espectofotométrica se realizd a una DOg4zonm €N un espectrofotometro
Multiskan GO (Thermo Scientific, MA, USA).

Ensayo enzimatico fosfatasa alcalina (FA): Simultaneamente al ensayo BG, se
efectud el de FA. En la placa de microtitulacién se dispensaron 135 ul de buffer T
(1 M Tris HCI, pH 8.8) y 15 ul de células de los tratamientos y controles, para
facilitar la lisis celular. Posterior a 20 min se adicion6 30 pl de la solucién stock de
p-nitrofenilfosfato (PNPP) preparada a 4 mg/ml de buffer T y se incubo durante 40
minutos para desarrollar la reaccién enziméatica. La reaccion se detuvo afiadiendo
50 pl de la solucion 2,5 M HCI y cinco minutos después se agregdé 50 ul de
solucion 2 M TRIS. Se realiz6 la lectura espectrofotométrica como se describid

anteriormente.

El criterio de genotoxicidad utilizado fue el factor de induccibn SOS (Quintero,
Stashenko, & Fuentes, 2012), el cual representa la induccion del gen sfiA en cada

tratamiento y controles y es considerado como una medida indirecta del dafo
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(genotoxico) primario causado sobre el ADN celular. La ecuacion se describe a

continuacion:

; Rt
~ Rnt
donde R es la relacidon entre las unidades de la BG y FA (R = %) en las

células tratadas (t) y no tratadas (nt, control negativo) del ensayo. El extracto fue
considerado como no genotoxico si | < 1.5, inconcluso si 1.5 <1 < 2.0 y genotoxico

si | > 2.0 y existe una clara relacion dosis respuesta.

3.5 ANALISIS DE ANTIGENOTOXICIDAD DE LOS EXTRACTOS

El potencial antigenotéxico, frente a la RUV-C, fue evaluado en los 13 extractos
vegetales ya que ninguno de estos evidencidé accidon genotdxica. El potencial
antigenotoxico se evalué mediante ensayos de co-incubacién (Fuentes et al.,
2006b), basicamente, como el descrito para el protocolo de genotoxicidad. En este
caso, las células son expuestas simultineamente a diferentes concentraciones del
extracto (iguales a las evaluadas en el ensayo de genotoxicidad) y a la dosis de
RUV-C (20,28 J/m?. Un extracto fue considerado como antigenotéxico
(fotoprotector) si presenta una reduccién significativa del | (factor de induccién
SOS) en los ensayos de co-tratamiento y fue expresado como un porcentaje de
inhibicion de la genotoxicidad (%IG; Quintero et al., 2012) y si existe una clara

relacion dosis-efecto:

- Ibasal

I
%IG =1 — =2 X 100

Imut - Ibasal

donde I, es el factor de induccion SOS en células del co-tratamiento (extracto +
UVC), lpasal €S el factor de induccion SOS basal (control negativo) e Iny: es el factor
de induccién SOS de las células tratadas solo con RUV (control positivo). De esta
manera, el %IG representa la capacidad de la sustancia ensayada para proteger el

material genético del efecto genotoxico de la RUV-C.
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3.6 ANALISIS ESTADISTICOS

En todos los casos se desarrollaron al menos tres experimentos independientes
con cuatro réplicas cada uno. Los datos fueron expresados como el promedio *
EE del factor de induccion (I) junto con el porcentaje de inhibicion de la
genotoxicidad. Las diferencias entre los tratamientos fueron sustentadas mediante
una prueba de Dunnet. Para evaluar la relacion dosis-respuesta se uso el analisis
de rangos de Spearman. Para todos los andlisis estadisticos se consideré una p <
0.05. Todos los analisis se realizaron con el programa R (R 0.98.932).

3.7 CARACTERIZACION FITOQUIMICA DE LOS EXTRACTOS

El analisis de la composicién quimica de extractos promisorios se llevé a cabo
mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS,
por sus siglas en inglés), siguiendo la metodologia propuesta por (Stashenko et
al., 2013). La caracterizacibn de los compuestos se basdé en criterios
cromatograficos [indice de retencion lineal (LIR) y el uso de compuestos estandar]
y espectroscopicos (espectro de masas, comparacion en bases de datos y
compuestos estandar). Los datos cromatograficos y espectroscopicos se
obtuvieron con un equipo GC 7890 Plus (Agilent Technologies, Palo Alto, CA,
USA) acoplado a un detector selectivo de masas MSD 5975C (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA, USA) con ionizador por impacto de electrones (El) 70
eV. Los indices de retencién se determinaron en un columna, polar [DB-WAX de
60 m x 0.25 mm 0.25 pm, con fase estacionaria entrecruzada e inmovilizada de
poli(etilenglicol)] y una apolar [DB5-MS de 60 m x 0.25 mm 0.25 pym con fase
estacionaria de 5% poli(dimetilsiloxano)]. Asi mismo, se uso el sistema de datos
MS-ChemStation G1701-DA que incluye las librerias WILEY, NIST y QUADLIB
2007.
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4. RESULTADOS

4.1 EFECTO GENOTOXICO DE LOS EXTRACTOS

Los datos correspondientes a los ensayos de evaluacion genotdxica de los
extractos mediante SOS Chromotest son presentados en el Anexo 2. Ninguno de
los extractos evaluados mostré incremento en los valores del | en las
concentraciones evaluadas. Por el contrario, la mayoria de los extractos (excepto
el RT 007 SFE) mostr6 una reduccion significativa de la expresion basal BG,
respecto al control negativo, sugiriendo potencial efecto inhibidor de la respuesta
SOS en E. coli.

4.2 EFECTO ANTIGENOTOXICO DE LOS EXTRACTOS

En la Tabla 2 se presentan los resultados obtenido en los ensayos de
antigenotoxicidad mediante SOS Chromotest para los cuatro extractos del género
Lippia (SFE 042, SFE 008, RT 007 SFE, SFE 023), perteneciente a la familia
Verbenaceae. En todos los casos, los extractos mostraron una reduccion
significativa del | respecto al control positivo, indicando que dichos extractos
reducen el efecto genotoxico de la RUV. Las concentraciones bioldégicamente
efectivas estuvieron entre 0.016 mg/ml y 1 mg/ml dependiendo del extracto. El
potencial antigenotéxico de estos extractos fue como sigue: SFE 008 > SFE 042 >
RT 007 SFE > SFE 023. El extracto SFE 008 mostr6 curvas de antigenotoxicidad
frente a UVC claramente dependientes de la dosis (R = 0.89, p < 0.05) en un
rango de siete concentraciones (0.250 - 0.004 mg/ml), sugiriendo que tal efecto es
consecuencia de uno de los componentes del extracto. Por el contrario, los
extractos SFE 042 y RT 007 SFE mostraron completa inhibicion de la
genotoxicidad unicamente a dosis altas (1.0 - .0250 mg/ml); pero la reduccién de
la genotoxicidad no fue dependiente de la dosis del extracto. Por ultimo, aunque
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significativa a dosis altas y con una clara relacion dosis efecto (R = 0.99, p < 0.05),
la reduccién de la genotoxicidad mostrada por el extracto SFE 023 fue menor en
magnitud y relativamente menos importante que en los anteriores extractos.

En la Tabla 3 se presentan los resultados obtenidos en los ensayos de
antigenotoxicidad para los cinco extractos de las especies vegetales
pertenecientes a la familia Asteraceae (SFE 001, SFE 015, SFE 033, SFE 038,
SFE 024). En todos los casos, los extractos mostraron significativa reduccion del
factor de induccién () indicando que dichos extractos reducen el efecto genotoxico
de la RUV. Las concentraciones biol6gicamente efectivas estuvieron entre 0.004
mg/ml y 0.97 mg/ml dependiendo del extracto. El potencial antigenotoxico de los
extractos fue como sigue: SFE 033 > SFE 015 > SFE 038 > SFE 001 > SFE 024.
El efecto antigenotoxico de los extractos SFE 033 y SFE 015 mostraron una clara
relacion dosis-dependiente (R = 0.91 y 0.98, p < 0.05) entre las concentraciones
0.968 - 0.004 mg/ml y 0.968 - 0.060 mg/ml respectivamente, sugiriendo que tal
efecto se debe a uno de los componentes en el caso particular de cada extracto.
Los extractos SFE 038, SFE 001 mostraron una clara reduccion de la
genotoxicidad dosis-dependiente (R = 0.99 y 0.95, p < 0.05) menor en magnitud a
los extractos anteriores pero no por ello menos importante. Finalmente la
reduccion de la genotoxicidad para el SFE 024 fue menor en magnitud y

relativamente menos importante que los anteriores.

Finalmente, en la Tabla 4 se presentan los resultados obtenidos en la evaluacion
del efecto antigenotoxico de los extractos SFE 030, SFE 019, SFE 017 y RT 003
SFE pertenecientes a las especies Persea Caerulea (Lauraceae), Solanum
crotonifolium (Solanaceae), Bursera tomentosa (Burseraceae) y Bejaria aestuans
(Ericaceae) respectivamente. El potencial antigenotoxico de los extractos fue
como sigue: SFE 030 > SFE 019 > RT 003 SFE > SFE 017. El extracto SFE 030
mostré completa inhibicion de la genotoxicidad a dosis altas (1.0 - 0.50 mg/ml) y
una clara relacién dosis-efecto (R = 0.82, p < 0.05) entre las concentraciones 0.50

- 0.031 mg/ml, sugiriendo que dicho efecto se debe a uno de los componentes del
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extracto. Por otra parte, el extracto SFE 019 evidencio una reduccion significativa
de la genotoxicidad por UVC en todas las dosis evaluadas, pero la reduccién de la
genotoxicidad no fue dependiente de la dosis del extracto. Para los extractos RT
003 SFE y SFE 017 no se evidencio un efecto antigenotéxico relevante contra la
RUV.

Tabla 2. Efecto antigenotéxico de extractos de especies del género Lippia contra

la genotoxicidad inducida por UVC en la cepa PQ-37 de E. coli.

1t (%IG)
SFE 008
Agua destilada 1+£0.03 1+£0.0 1.02 £ 0.04 0.58 £ 0.03
UVC (20.28 J/m2) 13.63 £ 0.63 11.6£0.5 13.43 £ 0.97 11.29 £ 0.25
SFE (1.000 mg/ml) 0.42 £0.03 0.76 £ 0.03 1.02 £ 0.04 0.58 £ 0.03

SFE (1.000 mg/ml) + UVC
SFE (0.500 mg/ml) + UVC
SFE (0.250 mg/ml) + UVC
SFE (0.125 mg/ml) + UVC

SFE (0.063 mg/ml) + UVC
SFE (0.031 mg/ml) + UVC
SFE (0.016 mg/ml) + UVC
SFE (0.008 mg/ml) + UVC

SFE (0.004 mg/ml) + UVC

0.63 + 0.04 (100)*
0.69 + 0.02 (100)*
0.97 + 0.02 (100)*

11.93 +1.27 (13) n.s.

16.27 + 1.68 (0) n.s.

16.40 + 1.3 (0) n.s.

13.73 +0.64 (0) n.s.
14.35 + 1.35 (0) n.s.

10.79 + 0.57 (22) n.s.

0.6 + 0.0 (100)*
0.6 % 0.0 (100)*
0.7 + 0.1 (100)*
1.9 £0.2 (92)*

4.2 +0.4 (7T0)*
7.4+0.7 (39)
9.4 + 0.8 (26)*
10.2 + 0.6 (13)
n.s.

10.9 + 0.6 (7)
n.s.

1.07 + 0.04 (99)*
1.1 % 0.04 (99)*
1.26 + 0.05 (98)*

11.96 + 0.87 (12)
n.s.

12.52 +0.43 (7)
n.s.

12.61 +0.67 (7)
n.s.

12.88 + 0.55 (4)
n.s.

13.19 + 0.55 (12)
n.s.

12.67 +0.42 (6)
n.s.

4.7 +0.25 (64)*
6.84 +0.27 (43)*
8.58 + 0.28 (26)*

11.55 + 0.61 (0)
n.s.
11.05 +0.31 (2)
n.s.
9.57 + 0.4 (17)*

11.55 +0.32 (0)
n.s.

10.98 + 0.45 (3)
n.s.

10.11 +0.29 (11)
n.s.

Fuente: Autor

I, valores promedio del factor de induccién SOS de un minimo de tres experimentos

independientes con cuatro réplicas cada uno + su error estandar.

(%IG), porcentaje de inhibicion de la genotoxicidad calculado como se indica en materiales y

métodos.

*, reduccion significativa (p<0.05) con respecto al control positivo encontrada con la prueba de

Dunnet.

n.s., no se encontré una reduccion significativa de factor de induccién SOS (I).
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Tabla 3. Efecto antigenotoxico de extractos de especies de la familia Asteraceae

contra la genotoxicidad inducida por UVC en la cepa PQ-37 de E. coli.

1 (%IG)
Tratamientos Chromolena Lourteigia sp Baccharis cf. Austroeupatorium Wedelia
pellia SFE 015 ' nitida inulifolium calycina
SFE 001 SFE 033 SFE 038 SFE 024
Agua destilada 1+0.03 1+0.03 1+0.03 1+0.03 1+0.02
UVC (20.28 J/m?) 1437+0.41 16.35+1.13 16.95+0.8 14.46£0.8 151'(2)2 *
SFE (0.968 mg/ml) 0.60 +£0.03 0.66 + 0.06 0.97 £0.05 0.89 +0.07 0.65 +0.02
437+0.21 3.18+0.41 5.55+0.19
SFE (0.968 mg/ml) + UVC (75)* 3+0.17 (87)* (86)* 3.22 £ 0.22 (84)* 67)
6.61+0.39 7.38+0.41 4.21+0.36 * 10.21 +
SFE (0.484 mg/ml) + UVC (58)* (58)* (80)* 7.71+0.71 (50) 0.36 (34)*
10.11+0.24 12.13+0.46  7.45+0.54 10.42 =
SFE (0.242 mg/ml) + UVC (32)* (28)* (60)* 11.59+1.38 (21) ns 0.42 (33)*
10.15+0.48 13.92+0.59 8.9+0.62 10.22 =
SFE (0.121 mg/ml) + UVC (32)* (16) n.s (50)* 12.84 £1.44 (12) n:s 0.56 (34)*
14.16+0.59 1553+1.23 10.8+05 11.05+
SFE (0.060 mg/ml) + UVC ©) n.s. G)ns. (38)* 1523£177(0)ns. 47 (28)*
14.4+1.11 1566+1.01 12.71+1.21 1255+
SFE (0.030 mg/ml) + UVC (0) ns. ) n.s. (26)* 16.07 1.3 (0) n.s. 0.61 (18)*
1446+1.12 16.76+0.55  13.02+0.88 1116 =
SFE (0.015 mg/ml) + UVC 0) n.s. ©) n.s. (25)* 15.26 £ 1.4 (0) n.s. 0.49 (27)*
14.09+1.14 178914 13.33+0.84 14.6 £0.94
SFE (0.008 mg/ml) + UVC ) ns. ©) ns. (23)* 15.39 £ 1.45 (0) n.s. @) ns.
16.31+0.8 13.53+0.64  13.07+1.19 12.73
SFE (0.004 mg/ml) + UVC ©) n.s. (18) n.s. (24)* 16.77£139(0)ns. 595 (16)*

Fuente: Autor

I'*, valores promedio del factor de inducciéon SOS de un minimo de tres experimentos
independientes con cuatro réplicas cada uno = su error estandar.

(%IG), porcentaje de inhibicién de la genotoxicidad calculado como se indica en materiales y

métodos.

*, reduccion significativa (p<0.05) con respecto al control positivo encontrada con la prueba de

Dunnet.

n.s., no se encontré una reduccion significativa de |.
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Tabla 4. Efecto antigenotdxico de los extractos SFE 030, SFE 019, SFE 017 y RT
003 SFE contra la genotoxicidad inducida por UVC en la cepa PQ-37 de E. coli.

Tratamientos

Agua destilada
UVC (20.28 J/m2)
SFE (1.000 mg/ml)

SFE (1.000 mg/ml) + UVC
SFE (0.500 mg/ml) + UVC
SFE (0.250 mg/ml) + UVC
SFE (0.125 mg/ml) + UVC
SFE (0.063 mg/ml) + UVC
SFE (0.031 mg/ml) + UVC
SFE (0.016 mg/ml) + UVC
SFE (0.008 mg/ml) + UVC

SFE (0.004 mg/ml) + UVC

1 (%IG)
Solanum Bursera o
Persea Caerulea e Bejaria aestuans
crotonifolium tomentosa :
(Lauraceae) (Solanaceae) (Burseraceae) (Ericaceae)
SFE 030 SFE 019 SEE 017 RT 003 SFE
1+0.03 1+0.06 1+0.02 1+0.03
17.88 £1.01 9.97 £ 0.63 13.97 £ 0.87 1592 £0.72
0.56 £ 0.03 0.57 £0.02 0.72 £0.09 0.5+0.01

0.7 +0.04 (100)*
1.07 +0.09 (100)*
2.44 £ 0.2 (91)*
4.2 +0.43 (81)*
9.93 + 0.54 (47)*

14.06 + 0.38 (23)*

16.15 + 0.72 (10)
n.s.
15.88 + 1.14 (12)
n.s.

12.4 +0.21 (35)*

4.43 +0.27 (62)*
4.09 +0.23 (66)*
4.15 + 0.25 (65)*
5.63 + 0.3 (48)*
7.03 + 0.44 (33)*
6.99 + 0.5 (33)*
7.1+0.2 (32)*
6.97 + 0.5 (33)*

7.16 + 0.4 (30)*

12.32 +0.63 (13)
n.s

13.03 +0.35 (7)
n.s

14.00 +0.72 (0)
n.s

14.13 + 0.55 (0)
n.s

14.07 £ 0.7 (0)
n.s

14.55 + 0.63 (0)
n.s

14.40 + 0.69 (0)
n.s

15.22 +0.62 (0)
n.s

15.17 +0.72 (0)
n.s

8.97 +0.69 (47)*

13.56 + 0.67 (16)
n.s

17.43 +0.79 (0)
n.s

17.03 +0.83 (0)
n.s

17.65 + 0.89 (0)
n.s

19.59 + 1.57 (0)
n.s

19.5 + 1.37 (0)
n.s

14.82 +0.72 (7)
n.s

14.6 +0.69 (9)
n.s

Fuente: Autor

I, valores promedio del factor de induccién SOS de un minimo de tres experimentos

independientes con cuatro réplicas cada uno + su error estandar.

(%IG), porcentaje de inhibicion de la genotoxicidad calculado como se indica en materiales y

métodos.

*, reduccion significativa (p<0.05) con respecto al control positivo encontrada con la prueba de

Dunnet.

n.s., no se encontré una reduccién significativa de I.

4.3 COMPOSICION QUIMICA DE LOS EXTRACTOS

Los compuestos identificados mediante un analisis por GC-MS en los extractos de
especies del género Lippia (excepto para el extracto RT 007 SFE), son
presentados en la Tabla 5. Para los extractos SFE 042, SFE 008 y SFE 023 se
identificaron 11, 16 y 22 compuestos de los cromatogramas correspondientes; los
cuales representan el 82, 94 y 36% de sus constituyentes, respectivamente. Se
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observdO que estos extractos comparten aproximadamente el 15% de sus
constituyentes. Ellos contienen una mayor proporcion de hidrocarburos
sesquiterpénicos (28.57%), seguidos de hidrocarburos monoterpénicos (18.37%) y
triterpénicos (16.33%). Los analisis de composicion quimica muestran que los
compuestos mayoritarios son carvacrol (56.96%) y p-Cimeno (19.44%) en el
extacto SFE 042, pinocembrina (54.89%) y trans-p-cariofileno (10.94%) en el
extracto SFE 008 y, hidrocarburos triterpénicos no identificados en el extracto SFE
023 [N.I., IRL=3391 (25.68%) N.I., IRL= 3482 (32.31%)].

La caracterizacibon quimica de los cinco extractos de las especies
correspondientes a la familia Asteraceae mediante GC-MS son presentados en la
Tabla 6. Para los SFE 001, SFE 015, SFE 033, SFE 038 y SFE 024 se
identificaron 21, 17, 16, 17 y 12 compuestos que representan el 43, 38, 31, 13y
40% de los constituyentes, respectivamente. Se observd que estos extractos
comparten aproximadamente el 20% de sus constituyentes. Los extractos de la
familia Asteraceae muestran altos porcentajes de hidrocarburos triterpénicos
(54.22%) seguido de otros no identificados (30.12%). Los compuestos
mayoritarios de los extractos son como sigue: SFE 001, un hidrocarburo
triterpénico no identificado IRL = 3420 (38.34%), SFE 015 Norolean-12-ene
(32.42%) y B-Amirin (19.5%), SFE 033 un hidrocarburo triterpénico no identificado
IRL = 3497 (29.3%) y a-Eudesmol (17.4%), SFE 038 un hidrocarburo triterpénico
con IRL = 3586 (18.92%) y, SFE 024 Norolean-12-ene (36.74%) y B-Amirin
(22.33%). La caracterizacion quimica de los extractos RT 007 SFE, SFE 030, SFE
19, RT 003 SFE y SFE 17 no fue conclusiva y por tal motivo no se presenta.
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Tabla 5. Composicion quimica de los extractos con CO, supercritico de especies

vegetales del género Lippia (Verbenaceae) por GC-MS.

Area relativa (%)"

No. Compuesto TipoH IRL Lippia origanoides Lippia origanoides Lippia sp.
SFE 042 SFE 008 SFE 023

1 -Mirceno HM 989 1.64

2 a-Felandreno HM 1010 0.92

3 a-Terpineno HM 1020 0.85

4 p-Cimeno HM 1028 19.44 6.22

5 Limoneno HM 1033 1.05

6 B-Felandreno HM 1036 0.67

7 1,8-Cineol MO 1037 3.54

8 y-Terpineno HM 1062 9.48 0.83

9 Borneol MO 1180 0.56

10 Timil metil éter CO 1231 1.83

11 Timol Cco 1290 4.2 4.62

12 Carvacrol CoO 1302 56.96 6.29

13 a-Copaeno HS 1386 0.85 0.79

14 N.I. (0] 1396 1.02

15 trans-p-Cariofileno HS 1434 321 10.94 6.11

16 a-Humuleno HS 1470 1.40 4.60 0.55

17 N.I. (0] 1479 0.64

18 y-Muuroleno HS 1486 0.78

19 Germacreno D HS 1493 3.77

20 N.I. (0] 1507 1.69

21 y-Cadineno HS 1527 0.72

22 0-Cadineno HS 1528 1.32

23 cis-Calameno HS 1532 0.64

24 Espatulenol SO 1591 0.72

25  Oxido de cariofileno e} 1598 1.19

26 N.I. (0] 1674 1.34

27  Pinocembrina’ SO - 54.89

28 N.I. HT 3337 6.46

29 C3oHas0 HT 3344 10.30

30 N.I. HT 3352 11.04

31 N.I HT 3391 25.68

32 N.I. HT 3449 2.06

33 N.I. HT 3468 2.35

34 N.I HT 3482 23.31

Hidrocarburos monoterpénicos (HM) 36.4 31.3 0.0

Monoterpenos oxigenados (MO) 0.0 12.5 0.0

Compuestos oxigenados (CO) 27.3 12.5 0.0

Hidrocarburos sesquiterpénicos (HS) 27.3 31.3 27.3

Sesquiterpenos oxigenados (SO) 0.0 6.3 9.1

Hidrocarburos triterpénicos (HT) 0.0 0.0 36.4

No identificados (O) 9.1 6.3 27.3

Fuente: Autor

34



No., el orden de elucién estad dado por una columna DB-5. ! la pinocembrina fue ubicada por los
tiempos de retencién (datos no mostrados).

N, tipo de compuesto (%): hidrocarburos monoterpénicos (HM), monoterpenos oxigenados (MO),
compuestos oxigenados (CO), hidrocarburos sesquiterpénicos (HS), sesquiterpenos oxigenados
(S0), hidrocarburos triterpénicos (HT), no identificados (O).

IRL, valores del indice de retencion lineal calculados a partir de tres cromatogramas
independientes. Los compuestos con indices de retencién por encima de 3000, corresponden a
triterpenos.

t, Unicamente se consideraron los componentes cuya cantidad relativa fue mayor al 1%. N.I.,
compuesto no identificado.
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Tabla 6. Composicién quimica de los extractos con CO2 supercritico de especies
de la familia Asteraceae por GC-MS.

Area relativa (%)"

.. Bacchar . Wedeli
NoO o Chromqle Lourteigi is of Aust_roe_upz_itorl a
Compuesto Tipo IRL na pellia a sp. L um inulifolium  calycin
nitida
a
SFE SFE SFE
SFE 001 015 033 SFE 038 024
1 NI o) - 1.01
2 NI o) - 1.88
3 Limoneno HM 1032 1.37
4 trans-B-Cariofileno HS 1433 1.15
5 a-Cariofileno HS 1468 1.14
6 N.1. (0] 1486 1.17
7 Germacreno D HS 1493 2.83
8 N.1. (0] 1495 1.34 0.80
9 B-Selineno HS 1502 1.0
10 y-Cadineno HS 1527 0.57
11 N.L (0] 1573 1.44
12  Espatulenol SO 1592 1.20 1.3
13 Oxido de cariofileno o] 1598 4.77 0.81 1.2
14 N.L (0] 1672 1.24
15 a-Eudesmol SO 1675 17.4
16 N.L (0] 1827 1.23
1-(1,1-dimetiletil)-7-metoxi
17 na(ftaleno ) CO 1852 0.96
18 N.L (0] 1855 b5.61
19 N.L (0] 1884 0.65 0.51
20 N.L (0] 1896 2.37
21 N.L (0] 1943 2.08
22 N.L (0] 2114 1.96
23 N.L (0] 2310 1.01 0.75
24  N.L (0] 2480 0.46
25 N.L (0] 2575 0.54
26 N.L (0] 2683 4.51
27 N.L (0] 2807 0.7
28 Escualeno HT 2815 5.57 3.50 1.1 1.78
29 N.L (0] 2847 4.0
30 N.L HT 3103 3.96
31 N.L HT 3135 6.22
32 N.L HT 3268 1.2
33 N.L HT 3273 141
34 N.L HT 3284 1.4
35 N.L HT 3341 2.3
36  CszoHsg0O HT 3345 12.76 6.47 18.45
37 N.L HT 3373 1.4
38 B-Amirin HT 3377 5.53 19.50 6.49 22.33
39 N.L HT 3388 8.9
40 N. HT 3389 7.33 12.61
41 N.L HT 3390 10.42
42  N.L HT 3391 10.57
43  N.L HT 3418 15.9 6.65
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44  N.L. HT 3419 1.74

45  CzoHs00 HT 3420 38.34 5.54

46  N.L HT 3430 1.9

47  N.L HT 3445 1.79

48  N.L HT 3450 10.8

49  Norolean-12-ene HT 3453 4.84 32.42 8.52 36.74
50 N.L HT 3468 1.02

51 N.L HT 3481 4.85

52 N.L HT 3494 7.87 3.81
53 N.L HT 3495 5.93

54 N.L HT 3497 29.3

55 N.L HT 3498 14.76

56 N.IL HT 3510 1.92

57 N.L HT 3572 2.72

58 N.L HT 3586 18.92

Hidrocarburos monoterpénicos (HM) 0.0 5.9 0.0 0.0 0.0
Monoterpenos oxigenados (MO) 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Compuestos oxigenados (CO) 4.8 0.0 0.0 0.0 0.0
Hidrocarburos sesquiterpénicos (HS) 14.3 5.9 6.3 0.0 0.0
Sesquiterpenos oxigenados (SO) 9.5 5.9 18.8 0.0 0.0
Hidrocarburos triterpénicos (HT) 28.6 47.1 62.5 82.4 58.3
No identificados (O) 42.9 35.3 12.5 17.6 41.7

Fuente: Autor

No., el orden de elucién estad dado por una columna DB-5. ! la pinocembrina fue ubicada por los
tiempos de retencién (datos no mostrados).

N, tipo de compuesto (%): hidrocarburos monoterpénicos (HM), monoterpenos oxigenados (MO),
compuestos oxigenados (CO), hidrocarburos sesquiterpénicos (HS), sesquiterpenos oxigenados
(S0), hidrocarburos triterpénicos (HT), no identificados (O).

IRL, valores del indice de retencién lineal calculados a partir de tres cromatogramas
independientes. Los compuestos con indices de retencién por encima de 3000, corresponden a
triterpenos.

t, Unicamente se consideraron los componentes cuya cantidad relativa fue mayor al 1%. N.I.,
compuesto no identificado.
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5. DISCUSION

El presente trabajo estuvo enfocado en el analisis del efecto antigenotoxico frente
al dafio genético ocasionado por la RUV vy la caracterizacion quimica de extractos
de plantas de las familias Verbenaceae, Asteraceae, Lauraceae, Solanaceae,
Ericaceae y Burseraceae. Los extractos SFE 001, SFE 015, SFE 038
(Asteraceae), RT 003 SFE (Ericaceae) y SFE 017 (Burseraceae) no evidenciaron
un efecto antigenotoxico relevante contra la RUV, por esta razon no seran

abordados en la discusion.

Para la familia Verbenaceae, los extractos que mostraron el mejor efecto
antigenotoxico, en términos de magnitud, fueron SFE 008 > SFE 042 > RT 007
SFE. Estos extractos corresponden a la especie Lippia origanoides que es un
arbusto aromatico que se distribuye desde el sur de Norte América hasta el norte
de América del Sur (Oliveira, Leitdo, Fernandes & Leitdo, 2014). En Colombia,
esta especie se encuentra ampliamente distribuida en zonas semiaridas
caracterizadas por suelos secos, pobres en nutrientes y de alta incidencia luminica
(Albesiano, Rangel-Ch & Cadena, 2003). Diferentes trabajos apoyan el uso de L.
origanoides en la medicina tradicional debido a la actividad antioxidante,
antibacteriana, antifingica, antiviral y antiprotozoaria que presenta esta especie
(dos Santos et al., 2004; D Oliveira et al., 2007; Pinto et al., 2013; Stashenko &
Ruiz, 2007).

Basados en la composicién quimica de los aceites esenciales de L. origanoides,
diferentes quimiotipos se han reportado en Brasil, Venezuela y Colombia (dos
Santos et al., 2004; Oliveira et al., 2007; Rojas-Grau et al., 2007; Stashenko &
Ruiz, 2007). Para Colombia se han identificado al menos tres quimiotipos:
quimiotipo A rico en felandreno, p-cimeno, limoneno, cariofileno y a-humuleno,

quimiotipo B rico en carvacrol y quimiotipo C rico en timol (Stashenko et al., 2010,
38



2013). Cuando la extraccion con CO, supercritico fue utilizada para evaluar la
composicién quimica de los especimenes de L. origanoides, los quimiotipos By C
mostraron una composicion similar a los correspondientes para los aceites
esenciales en tanto que el quimiotipo A muestra una alta concentracion de
pinocembrina y cariofileno. De acuerdo con la clasificacion descrita anteriormente,
el extracto SFE 042 corresponde al quimiotipo B, rico en carvacrol (56.96%) y el
extracto SFE 008 al quimiotipo A, rico en pinocembrina y cariofileno (54.89 y
10.94%, respectivamente). Estos resultados resaltan la importancia de
implementar diferentes técnicas extractivas con el fin de obtener un panorama

mas real de los diferentes metabolitos presentes en una muestra.

Este trabajo reporta por primera vez el efecto antigenotéxico (fotoprotector) de los
extractos de L. origanoides frente a la RUV. Los extractos evaluados (SFE 008,
SFE 042 y RT 007 SFE) reducen significativamente el dafio genético provocado
por UVC en la cepa PQ-37 de E. coli. Este efecto podria estar relacionado con los
compuestos mayoritarios de cada extracto; carvacrol (SFE 042) y pinocembrina
(SFE 008). La cepa PQ-37 de E. coli es un modelo que permite la evaluacion in
vitro del potencial fotoprotector de extractos de plantas aromaticas contra el dafio
genético inducido por la radiacion UV (Fuentes & Alonso, 2006; Quillardet &
Hofnung, 1984). A diferencia de la cepa silvestre (uvr’), la cepa mutante PQ-37
(ver marco tedrico) es deficiente en el sistema de reparacion por escision de
nucledtidos (uvrA) lo que la hace sensible al dafio ocasionado sobre el ADN por la
RUV (Quillardet & Hofnung, 1984; Sancar & Rupp, 1983; Sancar, Wharton &
Seltzer, 1981). Es ampliamente aceptado que la radiacion UV provoca
alteraciones tanto a nivel cutdneo como genético; dentro de estas alteraciones se
destaca el desbalance en el sistema antioxidante y la formacion de fotoproductos
dimeéricos en el ADN (Hussein, 2005; Ravanat et al., 2001; Rosenblat et al., 2011).
Los aceites esenciales de L. origanoides poseen una fuerte actividad antioxidante
(Stashenko & Ruiz, 2007). Este efecto antioxidante, tanto de L. origanoides como

de otras especies del género, ha sido relacionado con la presencia de carvacrol y
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timol en sus aceites esenciales (Lagouri, Blekas, & Tsimidou, 1993; Stashenko &
Ruiz, 2007). Puesto que, estos compuestos reducen significativamente las roturas
de cadena sencilla del ADN producidas por agentes oxidantes como el peroxido
de hidrégeno (Slameriova, Horvathova, Sramkova & Marsalkova, 2007). Con base
en esto, se podria esperar que la actividad antigenotdxica del extracto SFE 042,
rico en carvacrol (~57%), ocurra por captacion de radicales libres y por una
reduccion en la produccion de fotoproductos diméricos, como los DPC y 6-4 PP,
provocados principalmente por la UVB y UVC. Adicionalmente, el timol, carvacrol y
extractos de plantas aromaticas ricos en estos compuestos (i.e., Origanum
compactum, Origanum onites and Thymus spicata) han mostrado actividad
antigenotoxica contra mutagenos conocidos como 4-nitro-o-fenilendiamina (4-N-O-
P), 2-aminofluoreno (2-AF), 2-amino-3-metilimidazo[4,5-f]-quinolina (1Q), peroxido
de hidrégeno (H20,,), mitomicina C (MMC), uretano y radiacion y (Archana,
Nageshwar, & Satish, 2011; Aydin, Basaran, & Basaran, 2005; Horvathova,
Turcaniova, & Slamenova, 2007; Ipek et al.,, 2005; Mezzoug et al.,, 2007;

Slameriova et al., 2007).

Por otra parte, estudios recientes mostraron que la pinocembrina atenula
significativamente los procesos inflamatorios inducidos por lipopolisacaridos (LPS)
en modelos de ratén in vitro e in vivo a través de la regulacién de factores
moleculares como el TNF-a, IL-1B, IL-6 y IL-10 (Soromou et al., 2012). La
pinocembrina es uno de los fitoquimicos méas importantes entre los flavonoides
incorporados a la industria farmacéutica y dentro de sus actividades bioldgicas se
destacan la antioxidante, antimicrobiana, antiparasitaria, antiinflamatoria y

antitumoral (Rasul et al., 2013).

Numerosos estudios soportan el uso del carvacrol y la pinocembrina como
agentes quimioterapéuticos para diferentes lineas tumorales. Se ha comprobado
gue el carvacrol evita el crecimiento, In vitro e in vivo, del melanoma B16 en

modelos de mamiferos (He, Mo, & Hadisusilo, 1997). Inhibe la viabilidad y la
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proliferacion de las células del carcinoma epidermoide humano, Hep-2,
probablemente activando los mecanismos de la muerte celular programada o
apoptosis (Stammati et al., 1999). Mecanismos de accion similar fueron descritos
recientemente para los efectos antiproliferativos del carvacrol en las células
metastasicas del cancer de mama, MDA-MB231, y para las lineas celulares del
carcinoma hepatocelular humano, HepG-2 (Arunasree, 2010; Yin et al.,, 2012).
Adicionalmente, se ha encontrado que el carvacrol presenta actividad antitumoral
para lineas celulares de cancer de pulmon, del leiomiosarcoma y las células de
leucemia mieloide crénicas (Horvathova et al., 2007; Karkabounas et al., 2006;
Koparal & Zeytinoglu, 2003). Uno de los mecanismos por los cuales diversos
farmacos anticancerigenos inhiben el crecimiento de células cancerigenas es a
través de la activacién de los mecanismos de la muerte celular programada. Se ha
demostrado que el tratamiento con pinocembrina en lineas celulares de cancer de
colon (HCT116) y en células de leucemia promielocitica humana (HL-60) induce la
apoptosis a través de la pérdida del potencial de membrana mitocondrial. Asi
mismo, se han reportado efectos citotoxicos en lineas celulares de fibroblastos de
pulmoén humano (LF-1) y de cancer cervical (Hsu, Yu & Yen, 2010; Kumar, Nair,
Hema, Mohan & Santhoshkumar, 2007). El carvacrol y la pinocembrina presentan
un potencial terapéutico de alto espectro que podria explicar la disminucién de la
respuesta SOS en los extractos de L. origanoides, lo cual a su vez, esta
relacionado con la disminucion del dafio genético causado por la RUV en E. coli.

Para la familia Asteraceae, los extractos SFE 033 y SFE 024, correspondientes a
las especies Baccharis cf. nitida y Wedelia calycina (Tabla 3), evidenciaron la
mayor actividad antigenotdxica. Aunque estos extractos no presentaron inhibicion
total de la respuesta SOS ante el dafio por UVC, mostraron una disminucion
significativa de la respuesta SOS en una clara relacion de dosis-efecto. Esto
sugiere que la actividad antigenotdxica en la familia podria estar relacionada con
un compuesto del extracto. El género Baccharis se distribuye exclusivamente en

Ameérica, extendiéndose desde el sur de América del Norte hasta el norte de Sur
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América. En esta &rea se encuentra una gran diversidad de especies que ocupan
distintos ambientes (Giuliano, 2001). Las especies del género Baccharis son
ampliamente utilizadas en la medicina tradicional en América del Sur, para el
tratamiento de alteraciones gastrointestinales y hepaticas (Schmeda-Hirschmann
& Bordas, 1990). Los efectos benéficos de algunas especies del género han sido
atribuidos, en parte, a su actividad antioxidante y de eliminacion de radicales
libres; debidas probablemente a su amplio contenido en compuestos fendlicos y
flavonoides (Brighente, Dias, Verdi, & Pizzolatti, 2007; Melo et al., 2001; Tapia et
al., 2004). Adicionalmente, se han reportado para el género actividades
antimicrobianas, insecticidas, repelentes, antiprotozoarias y antigenotoxica frente a
mutagenos conocidos como el peroxido de hidrogeno y 3-amino-1-metil-5H-
pirido[4,3-b]-indol (Betoni, Passarelli, Nunes, Di Stasi, & Fernandes, 2006; Garcia,
Donadel, Ardanaz, Tonn, & Sosa, 2005; Gillij, Gleiser, & Zygadlo, 2008; Nakasugi
& Komai, 1998; Rodrigues et al.,, 2009; Shima et al., 2005). Los analisis
fitoquimicos del extracto SFE 033 presentan un alto contenido de hidrocarburos
gue no pudieron ser identificados, por esta razon no se puede establecer cual es
el compuesto que podria estar implicado en la actividad antigenotoxica aqui

evaluada.

Dentro del género Wedelia se encuentran aproximadamente 60 especies, que se
distribuyen en regiones templadas y tropicales. Algunas especies del género
presentan propiedades antimicrobianas, antifingicas, insecticidas, antipiréticas,
analgésicas, bactericidas, hepatoprotectoras, hipoglicemiantes, molusquicidas,
antinociceptivas, antioxidantes, cicatrizantes y antitumorales (Buitrago, Morales,
Rojas, & Meléndez, 2012; Li, Dong, Liu, Shi, & Kiyota, 2007). Se ha reportado una
alta concentracion de hidrocarburos sesquiterpénicos en los aceites esenciales de
este género (Buitrago et al., 2012). Sin embargo, para el extracto de Wedelia
calycina evaluado en el presente trabajo se encontré una alta concentracion de

hidrocarburos triterpénicos (58.3%) no identificados.
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Los extractos SFE 030 y SFE 019, pertenecientes a las especies Persea caerulea
(Lauraceae) y Solanum crotonifolium (Solanaceae), evidenciaron una clara accion
antigenotoxica frente a la RUV. Sus actividades se describen a través de curvas
dependientes de la dosis; razon por la cual su relacion antigenotoxica podria estar
relacionada con un compuesto del respectivo extracto. P. caerulea, conocida
popularmente como aguacatillo, esta ampliamente distribuida en el Neotropico, no
obstante, es poco lo que se conoce acerca del su potencial biolégico y su
composicion fitoquimica. Hasta la fecha se conoce que su extracto etandlico
posee 100% de actividad acaricida y que los aceites esenciales de su fruto
evidencian una significativa accién antiparasitaria (Arévalo et al 2009; cuca-Suéarez
et al. 2012). Las caracteristicas fitoquimicas de esta especie han sido descritas
Gnicamente para sus aceites esenciales a través de GC y GC-MS. De manera
sobresaliente la especie P. americana, congénere de P. caeruleay conocida
popularmente como aguacate, ha sido una de las mas estudiadas debido a su
amplio consumo y su uso con propoésitos medicinales. Se ha encontrado que los
fitoquimicos extraidos de la fruta inducen selectivamente la deteccién del ciclo
celular y la apoptosis en lineas de células precancerosas y cancerosas (Ding,
Chin, Kinghorn, & D’Ambrosio, 2007). Gracias a la variedad de fitoquimicos y
nutrientes esenciales que contiene el aguacate su consumo proporciona soporte a
la salud cardiovascular y al control de peso (Dreher & Davenport, 2013). Sus
alcoholes grasos polihidroxilados (PFA, por sus siglas en inglés) juegan un rol
importante como agentes antiinflamatorios y fotoprotectores en el dafio a la piel
inducido por la RUV (Rosenblat et al., 2011). Por otra parte, el género Solanum
consta de aproximadamente 2.000 especies. Sus habitos van desde hierbas,
arbustos hasta pequefios arboles. Su distribucion es exclusivamente de Centro y
Sur América con una amplia distribucion que va desde el trépico hasta zonas
templadas (Magoon, Ramanujam, & Cooper, 1962). Para la especie Solanum
crotonifolium no se encuentra informacion acerca de su uso tradicional y/o de la
actividad biolégica de sus extractos y aceites. No obstante, para algunas especies

del género (S. pseudocapsicum, S. torvum, S. aculeastrum, S. torvum) se han
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reportado una amplia variedad de actividades, dentro de ellas se destacan la
actividades antifungica, antibacterial, antiviral, antioxidante y anticancerigena
(Aliero, Grierson, & Afolayan, 2006; Arthan et al.,, 2002; Badami, Manohara,
Kumar, Vijayan, & Suresh, 2003; Bari, Islam, Khan, & Mandal, 2010; Koduru,
Grierson, & Afolayan, 2006).
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6. CONCLUSIONES

Los extractos evaluados no evidenciaron efecto genotoxico en la cepa PQ-37 de
E. coli. Por el contrario, en todos los casos, se observo una reduccion significativa
de la expresion basal BG, respecto al control negativo, sugiriendo un potencial

efecto inhibidor de la respuesta SOS en E. coli.

Los resultados del presente trabajo proporcionan evidencia del potencial
guimiopreventivo/fotoprotector de los quimiotipos de L. origanoides (Verbenaceae)
ricos en carvacrol, pinocembrina y para el quimiotipo del extracto RT 007 SFE —
gue no pudo ser determinado ya que la composicion quimica no fue concluyente—,
asi como para el extracto SFE 030 de P. caerulea (Lauraceae). En menor medida,
los extractos de las especies Baccharis cf. Nitida, Wedelia calycina (Asteraceae) y
Solanum crotonifolium (Solanaceae) evidenciaron efecto fotoprotector contra el

dafio genético de la RUV.

Este trabajo apoya la utilidad del ensayo SOS Chromotest en la evaluacion del
potencial fotoprotector de extractos de plantas; e impulsa la bioprospeccién de la
flora colombiana que contribuya a la industria alimentaria, cosmética y

farmacéutica.
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7. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar estudios confirmatorios de la actividad antigenotoxica de
los componentes mayoritarios de los extractos, como fueron los casos del

carvacrol y la pinocembrina.
Se recomienda evaluar la genotoxicidad y antigenotoxicidad de los extractos y

compuestos mayoritarios en otros ensayos, in vitro e in vivo, que evallen

diferentes niveles de dafio y proteccion en el ADN.
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Anexo A. Efectos de agentes naturales con potencial fotoprotector contra la exposicion a la radiacion UV en ensayos

in vitro e in vivo.

Tipo de
extracto/Compuesto
botanico

Familia

Nombre de la planta

Blancos moleculares/Mecanismos

Referencias

Extracto liofilizado de
ajo

Silibinina (Sigma, St.
Louis, MO)

Extracto de alcoholes
grasos
polihidroxilados (PFA)

Apigenina en extracto
etandlico crudo

Extracto de granada

Extracto acuoso del
fruto de goji

Curcumina en pasta
(via oral) y en crema
(viatépica)

Amaryllidaceae

Asteraceae

Lauraceae

Lycopodiaceae

Lythraceae

Solanaceae

Zingiberaceae

Ajo
(Allium sativam)

Cardo mariano
(Silybum marianum)

Aguacate
(Persea americana)

Licopodio
(Lycopodium
clavatum)

Granada
(Punica granatum)

Goji
(Lycium barbarum)

Curcuma
(Curcuma longa)

Accion antiinflamatoria y antioxidante.
Posible accion antagonista del ac.
urocénico.

Regulacion negativa de los factores de
transcripcion HIF-1a, STAT3 y NF-kB, y
las enzimas Oxido nitro sintetasa (iNOS) y
ciclooxidasa 2 (COX-2). Disminuye la
formacién de CPD.

Inhibicién de la inflamacién. Promueve la
remocion de CPD y disminucién de la
secrecion de IL-6 y PGEZ2.

Regulacion positiva de los genes del
sistema de reparacion por escision de
nucleétidos (NER), remocion de los anillos
de ciclobutano, disminucion en la
generacion de ROS y regulacion negativa
de NF-kB y MAPK.

Propiedad antioxidante, antiinflamatoria y
antiploriferativa. Modulacion de las vias de
sefializacion MAPK y NF-kB asi como la
inhibicion de COX-2, INOS, PCNA, ciclina
D1 y metaloproteinas de matriz.

Induccién de moléculas enddgenas con
actividad fotoinmune y antioxidante (e.j.
metalotioneinas y hemo-oxigenasa-1).

Disminuye el tiempo de inicio y el nUmero
de tumores.

Reeve et al., 1993

Singh y Agarw, 2005

Rosenblat et al., 2011

Das et al., 2013

Khan et al., 2012

Reeve et al., 2010

Phillips et al., 2013
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Cafeina (infusion)

Monoterpenos (ej.
Limoneno y sus
derivados oxigenados
como el alcohol
perilico, carveol,
carvona, entre otros)

Polifenoles del té
verde (GTP)

Theaceae

Rubiaceae

Rutaceae
Lamiaceae
Rosaceae

Theaceae

Té
(Camellia sinensis)
Café
(Coffea arabica)

Frutas citricas
(Citrus sp.)

Menta (Mentha sp.)
Cerezo (Prunus sp.)

Té
(Camellia sinensis)

Efecto antioxidante y protector contra
guemaduras. Inhibe la formacion de
dimeros de timina y mejora los procesos
de apoptosis en células cancerosas por
mecanismos dependientes e
independientes (inhibicion del factor ATR)
de P53.

Actividad quimiopreventiva en cancer de
piel entre otros tipos de cancer. Inhibicién
negativa del factor AP-1.

Promueven la reparacion de CPD sobre el
ADN mejorando los niveles de IL-12. Asi
mismo, reduce la inflamacién a través de
la regulacion de COX-2, PGE2, PCNA,
ciclina D1, entre otros.

Huang et al., 1997;
Conney et al., 2013

Barthelman et al., 1998;
Crowell, 1999

Meeran et al., 2009
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Anexo B. Analisis de genotoxicidad de los 13 extractos a través del ensayo SOS Chromotest. Se presentan los
valores correspondientes al factor de induccién (I) y su correspondiente error estandar. En [ ] se describe la
concentracion (mg/ml) utilizada en cada tratamiento. C-, control negativo (agua destilada); C+, control positivo (2,26
MM/mI 4NQO, agente carcinogénico y mutagénico estandar conocido como 4-nitroquinolina-1-6xido utilizado). * Se
encontré diferencia significativa (p<0.05) con respecto al C-.

Extracto Factor de induccion (1)

SFE 042 C- C+ [1.152] [0.576] [0.288] [0.144] [0.072] [0.036] [0.018] [0.009] [0.004]
Lippia origanoides 1+0.0321+0.90 0.45+0.03* 0.46 +0.03* 0.81+0.02* 0.97+0.02 0.92+0.03 0.96+0.03 0.94+0.05 0.84+0.06* 1.15+0.05*
SFE 008 C- C+ [1.000] [0.500] [0.250] [0.125] [0.063] [0.031] [0.016] [0.008] [0.004]
Lippia origanoides 1 +0.05 19.88 +2.28 0.76 + 0.03* 0.87+0.04 0.89 +0.06 0.75+0.05* 0.77 +0.05* 0.89+0.09 0.92+0.06 0.894+0.06 1.10+0.08
SFE 023 C- C+ [1.090] [0.545] [0.273] [0.136] [0.068] [0.034] [0.017] [0.009] [0.004]

Lippia sp. 1+0.03 17.92+0.6 0.58+0.03* 0.62 +0.02* 0.63 +£0.04* 0.71+0.04* 0.73+0.04* 0.77 £0.05* 0.86+0.04 0.8+0.03* 0.93+0.06
SFE 019 C- C+ [1.103] [0.552] [0.276] [0.138] [0.069] [0.034] [0.017] [0.009] [0.004]
Solanum crotonifolium 1 +0.02 10.16 +0.52 0.57 +0.02* 0.6 + 0.02* 0.66 + 0.02* 0.77 +0.02* 0.82 +0.02* 0.82 +0.02* 0.92+0.03 0.98+0.03 1.02+0.04
SFE 030 C- C+ [1.074] [0.537] [0.269] [0.134] [0.067] [0.034] [0.017] [0.008] [0.004]
Persea caerulea 1+0.03 13.27+0.62 0.56 +0.03* 0.59 +0.04* 0.66 + 0.05* 0.67 +0.03* 0.72+0.03* 0.78 £0.02* 0.85+0.03* 0.91+0.02 0.91 +0.04*
RT 007 SFE C- C+ [0.968] [0.484] [0.242] [0.121] [0.06] [0.03] [0.015] [0.008] [0.004]
Lippia origanoides 1+0.05 17.68+1.14 1.02+0.04 1.05+0.06 1.15+01 1.17+0.06 0.87+0.06 0.87+0.04 0.92+0.03 0.85+0.05 0.87 +0.04
SFE 001 . 1+0.04 1465+1.11 0.6+0.03* 0.63+0.03* 0.67+0.03* 0.72+0.04* 0.82+0.06* 0.83+0.05 0.77+0.05* 0.89+0.06 0.82+0.05*
Chromolena pellia
SFE 015 1+0.07 16.97+1.49 0.66+0.06* 0.62+0.05* 0.62+0.06* 0.79+0.05 0.79+0.05 0.74%0.07* 0.87+0.04 0.86+0.05 0.89+0.07
Lourteigia sp.
SFEO33 = 14002 2001£078 0974005 081+003* 0.73%0.04* 0.75+0.02* 0.78+0.04* 0.79+0.02* 0.81+0.04* 0.81+0.03* 0.87 0.03*
Baccharis cf. Nitida
SFE 038
Austroeupatorium 1+0.01 16.85+0.88 0.89+0.07 0.82+0.04* 0.82+0.03* 0.9+0.04 0.91+0.02 1.06+0.04 1+0.03 1.03+0.03 1.14+0.05
inulifolium
SFE 024
. . 1+0.02 13.89+1.1 0.65+0.02* 0.67 +0.03* 0.75+0.03* 0.74 +0.04* 0.99+0.03 0.94+0.04 0.94+0.04 1.08+0.05 1.25+0.05*
Wedelia calycina
SFE 017 1+0.03 14.95+0.51 0.72 +0.09* 0.42 +0.01* 0.45+ 0.02* 0.53 + 0.02* 0.53 + 0.02* 0.56 + 0.03* 0.59 + 0.03* 0.67 + 0.04* 0.68 + 0.02*
Bursera tomentosa
RT 003 SFE
1+0.03 13.89+0.64 0.5+0.01* 0.56+0.04* 0.58 + 0.03* 0.68 + 0.03* 0.73 +0.03* 0.79 + 0.02* 0.81 + 0.02* 0.82 + 0.03* 0.79 + 0.03*

Bejaria aestuans
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