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RESUMEN

TITULO: ESTUDIO DEL EFECTO ANTIGENOTOXICO DE ACEITES ESENCIALES Y
EXTRACTOS SUPERCRITICOS DE ESPECIES VEGETALES COLOMBIANAS FRENTE A
RADIACION ULTRAVIOLETA TIPO-C

AUTORES: BASTO LOZANO, Diana Milena**

PALABRAS CLAVES: Lippia, Minthostachys, Escallonia, extractos de plantas, radiacion
ultravioleta, antigenotoxicidad, SOS Chromotest.

En el presente trabajo se evaluaron las propiedades antigenotoxicas de los aceites esenciales de
las especies Lippia alba (carvona), Lippia alba (citral), Lippia dulcis y Lippia micromera; asi como,
extractos obtenidos por extraccién con fluido supercritico de las especies Minthostachys mollis y
Escallonia pendula, frente al dafio inducido por radiacién ultravioleta tipo C. Para este propésito se
emple6 el ensayo SOS Chromotest utilizando como modelo de estudio la enterobacteria
Escherichia coli cepa PQ37 que mide la respuesta celular primaria frente al dafio genotoxico. La
actividad antigenotoxica se analizé mediante disefios experimentales de co-tratamientos, en estos
las bacterias fueron expuestas simultaneamente a los extractos de las plantas y a la radiacién
ultravioleta. Entre los extractos evaluados, los aceites esenciales de Lippia alba (citral) y Lippia
micromera mostraron actividad antigenotdxica con dependencia de la concentracion ensayada,
siendo significativa a partir de la dosis 0,42 % v/v y 0,83 % v/v para Lippia alba (citral) y Lippia
micromera respectivamente; con porcentajes de inhibicién de la genotoxicidad mayores al 80 %
para las concentraciones mas altas. Los demas extractos evaluados, no mostraron actividad
antigenotoxica frente a la radiacién ultravioleta tipo C en el modelo empleado. Con base en los
resultados obtenidos, se recomienda ampliar los estudios de antigenotoxicidad de los aceites
promisorios y de sus componentes mayoritarios, con el fin de determinar que compuestos son
responsables del efecto fotoprotector observado durante el desarrollo de este trabajo.

*Trabajo de grado modalidad Pasantia de investigacion
**Facultad de Ciencias, Escuela de Biologia, Director: Jorge Luis Fuente Lorenzo,

Ph.D. y Co-Tutor: Nathalia Quintero Ruiz, Bidloga.
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ABSTRACT

TITLE: ANTIGENOTOXIC STUDY OF ESSENTIAL OILS AND SUPERCRITICAL EXTRACTS OF
COLOMBIAN PLANT SPECIES AGAINST ULTRAVIOLET RADIATION TYPE C

AUTHORS: BASTO LOZANO, Diana Milena**

KEY WORDS: Lippia, Minthostachys, Escallonia, plant extracts, ultraviolet radiation,
antigenotoxicity, SOS Chromotest.

In the present work the antigenotoxic properties of Lippia alba (carvone), Lippia alba (citral), Lippia
dulcis and Lippia micromera essential oils were evaluated; as well as extracts obtained by
supercritical fluid extraction of Minthostachys mollis and Escallonia pendula against damage was
induced by ultraviolet radiation type C. For this purpose the SOS Chromotest assay was applied,
using as a model of study the Enterobacteriaceae Escherichia coli strain PQ37 which measures the
primary response of a cell to genotoxic damage. The antigenotoxic activity was analyzed employed
a co-treatment experimental design, where bacteria were simultaneously exposed to extracts from
plants and ultraviolet radiation. Among the tested extracts, the essential oils from Lippia alba (citral)
and Lippia micromera showed antigenotoxic activity with dependency on the concentration
evaluated, be significant from 0.42 % v/v and 0.83 % v/v dose for Lippia alba (citral) and Lippia
micromera respectively; with percentages of genotoxicity inhibition greater than 80 % for the highest
concentrations. The other extracts tested, showing no antigenotoxic activity against DNA damage
induced by ultraviolet radiation type C in the bacterial model used. Based on the results, we
recommend amplify the antigenotoxic studies of promissory oils and their mayor components, in
order to determine which compounds are responsible for the photoprotective effect observed during
the development of this work.

*Degree work, Research internship
**Science faculty, Department of Biology. Director: Jorge Luis Fuente Lorenzo,

Ph.D. and Co-Tutor: Nathalia Quintero Ruiz, Bi6loga.
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INTRODUCCION

El incremento paulatino de cancer de piel, asi como de otras patologias cutaneas,
se ha asociado principalmente con la sobre exposicion a radiacién ultravioleta
solar (R-UV) sin una proteccion adecuada (Ichihashi et al., 2003; Matsumura y
Ananthaswamy, 2004; Gallagher y Lee, 2006). Esto, debido a que la R-UV puede
inducir alteraciones estructurales en el material hereditario, actuando como posible
iniciador de los procesos de carcinogénesis (Zaidi et al., 2008; Afaq, 2011). Por
otra parte, el deterioro gradual de la capa de ozono, contribuye con el peligroso
incremento de los niveles de radiacion en el planeta (Madronich et al., 1998).

La preocupacion ante esta problematica, ha conllevado a la busqueda y desarrollo
de estrategias de prevencion como una medida de accion frente a los efectos
adversos causados por la sobre exposicion a radiacion solar. Una de las
estrategias para mitigar la fototoxicidad de la R-UV, se enfoca en la busqueda de
compuestos naturales con capacidad fotoprotectora o quimiopreventiva (Baliga y
Katiyar, 2006; Gilaberte y Gonzalez, 2010; Katiyar, 2011; Martorana et al., 2013).
En este contexto, las plantas son una importante alternativa ya que algunos de sus
productos poseen actividad antioxidante, anti-inflamatoria, antigenotoxica,
antimutagénica y anticancerigena (Oliveira et al., 2006; Paduch et al., 2007;
Vicufia et al., 2010; Kilani-Jaziri et al., 2011; Nikoli¢ et al., 2011; Siracusa et al.,
2011).

Entre los extractos de plantas mas estudiados se encuentran los aceites
esenciales (AE) que presentan un rango amplio de efectos bioldgicos y han sido
empleados tanto en la medicina tradicional como en la industria farmacoldgica
(Pascual et al., 2001; Edris, 2007; Bakkali et al., 2008; Hennebelle et al., 2008). El
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uso potencial de AE como agentes fotoprotectores radica en su potencial
capacidad de mantener la integridad del material hereditario ante el dafio genético
producido por mutagenos quimicos y agentes fisicos. Asi, se ha evidenciado una
disminucién de las lesiones en el ADN causadas por la R-UVC en Saccharomyces
cereviseae, estudiando AE de las especies Origanum compactum, Artemisia herba
alba y Cinnamomum camphora (Bakkali et al.,, 2006). Adicionalmente, se ha
encontrado actividad antimutagénica frente a R-UVC en los AE de Salvia officinalis
y de Ocimum basilicumen ensayos bacterianos in vitro (KnezZevié¢-Vukcevic et al.,
2005; Vukovic-Gacic et al., 2006; Stanojevic et al., 2008; Nikoli¢ et al., 2011). Cabe
resaltar, que otros tipos de extractos también han mostrado potencial fotoprotector
frente a R-UVB en ensayos bacterianos in vitro, como es el caso del extracto
metandlico de Buddlejas cordioides (Avila-Acevedo et al., 2005). De esta manera
se evidencia la importancia del estudio de extractos con posibles propiedades

antigenotoxicas frente a la R-UV.

Con base en lo expuesto, la presente pasantia de investigacion tuvo como objetivo
evaluar el potencial antigenotoxico de AE de las especies Lippia alba (carvona),
Lippia alba (citral), Lippia dulcisy Lippia micromera; asi como, de los extractos
supercriticos (SFE) de las especies Minthostachys mollis y Escallonia pendula
frente a R-UVC empleando el ensayo SOS Chromotest. La pasantia estuvo
enmarcada en el proyecto de investigacion titulado “Estudio del potencial
antigenotoxico frente a la radiacién ultravioleta de extractos SFE y aceites
esenciales de especies vegetales de la biodiversidad colombiana”, que se esta
llevando a cabo en el laboratorio de Microbiologia y Mutagénesis Ambiental,

adscrito a la escuela de Biologia de la Universidad Industrial de Santander.
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COMPETENCIAS DE LA PASANTIA DE INVESTIGACION

. Desarrolla habilidades y destrezas en la ejecucion de ensayos de

antigenotoxicidad utilizando el ensayo SOS Chromotest.

. Adquiere habilidades en el desempefio de la practica experimental, manejo de

equipos, preparacion de los medios de cultivos y soluciones.

. Asume responsablemente el trabajo del laboratorio durante el cumplimiento de

los objetivos de la pasantia.
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1. MATERIALES Y METODOS

1.1 Extractos vegetales

Los AE y SFE estudiados fueron suministrados por el Centro de Investigacién en
Biomoléculas (CIBIMOL) y extraidos en el marco del proyecto Bio-Red-CO-
CENIVAM No. RC-0572-2012. La genotoxicidad de los AE de Lippia alba
(carvona), Lippia alba (citral), Lippia dulcis y Lippia micromera (Verbenaceae) y de
los SFE Minthostachys mollis (Lamiaceae) y Escallonia pendula (Escalloniaceae)
fue evaluada previamente por el laboratorio de Microbiologia y Mutagénesis
Ambiental (LMMA), donde se comprobd que estos no fueron genotdxicos en el

modelo experimental empleado (datos no publicados).

1.2 Principio del ensayo SOS Chromotest

En el ensayo SOS Chromotest, la respuesta SOS es monitoreada en la cepa
Escherichia coli PQ37 mediante una fusién genética del gen sulA que codifica un
péptido involucrado en la formacion del septo celular y el gen estructural de la -
galactosidasa del operdn Lactosa (sulA::LacZ). Dado que existe una deleccion del
operon Lactosa en el cromosoma de la cepa Escherichia coli PQ37; toda la
actividad B-galactosidasa detectada es un indicador del nivel de induccion de la
respuesta SOS; y por tanto, un indicador indirecto del dafio inducido al ADN. La
cepa también cuenta con una mutacion en el gen uvrA que la hace deficiente en la
reparacion por escision de nucleétidos (Sancar y Rupp, 1983), lo que la hace
sensible a una amplia variedad de mutagenos que inducen dafios en el ADN
reparados por este mecanismo. Adicionalmente contiene una mutacion rfa que

eleva la permeabilidad de la membrada celular (Quillardet y Hofnung, 1985).
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1.3 Cepade ensayo y condiciones del cultivo de trabajo

Una alicuota de la cepa Escherichia coli PQ37 se dej6 creciendo en medio Luria-
Bertani (LB) (10 g triptona, 10 g cloruro de sodio, 5 g extracto de levadura
disueltos en agua destilada) suplementado con ampicilina (50 pg/ml) y tetraciclina
(17 pg/ml) a una temperatura de 37 °C con agitacion permanente (100 rpm)
durante toda la noche. Al dia siguiente se realizd una resiembra en medio fresco
adicionando 2 ml del medio crecido en 20 ml de medio LB, y se dejé crecer en un
tiempo aproximado de dos horas, manteniendo las condiciones experimentales

descritas anteriormente hasta que alcanzo una densidad éptica DOgoonm de 0,4.

1.4 Ensayo de antigenotoxicidad

El efecto antigenotéxico de los AE y SFE frente a R-UVC se evalud en el ensayo
SOS Chromotest descrito por Quillardet y colaboradores (1982), empleando
disefios experimentales de co-tratamiento, en estos las células fueron expuestas
simultdneamente a diferentes concentraciones del extracto supercritico o de la
fraccion acuosa del aceite a evaluar y a la dosis de R-UVC previamente
determinada en el LMMA, siguiendo el protocolo propuesto por Fuentes y
colaboradores (2006).

El cultivo fresco crecido hasta una densidad 6ptica DOgoonm de 0,4 fue diluido cinco
veces en medio LB 2X, esta dilucién se distribuyé a razén de 600 ul en tubos de
microcentrifuga que contenian igual volumen de las diluciones del extracto en
estudio. Posteriormente 1 ml de la mezcla fue depositado en cajas petri pequefias
para realizar la irradiacién a una dosis de 20,28 J/m? en la cabina de seguridad
biologica FLC85. Posterior a la irradiacion se tomé una alicuota de cada co-
tratamiento en tubos de microcentrifuga y se incubaron por 30 minutos a una
temperatura entre 4-8 °C y posteriormente durante dos horas a 37 °C con

agitacion permanente (300 rpm) en el Eppendorf Thermomixer Comfort. En todos
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los casos se realizaron al menos tres experimentos independientes con cuatro
replicas cada uno. En cada experimento se incluyd un control negativo (C- células
sin irradiar mezcladas con agua destilada estéril) y un control positivo (C+ células
irradiadas mezcladas con agua destilada estéril).

1.5 Ensayos enzimaticos

Posterior a la incubacién se realizaron los ensayos enzimaticos en microplacas
Brand de 96 pozos de la siguiente manera: el ensayo de [3-galactosidasa (BG) se
realizé en la parte superior de la placa utilizando las filas A-D y el de fosfatasa
alcalina (FA) en la parte inferior que corresponde a las filas E-H. Las columnas
corresponden al blanco, C-, C+ y diferentes concentraciones del compuesto a

evaluar.

1.5.1 Ensayo enzimatico de B-galactosidasa(BG). En cada pozo se dispensaron
135 pul de buffer Z (Na;HPO, 3,22 g, NaH,PO,4 x H,O 1,1 g, KCI 0,15 g, MgSQO4 * 7
H,0 0,05 g, SDS 0,2 g, B-mercaptoetanol 0,54 ml, pH 7,0) y se afiadieron 15 pl de
células de cada tratamiento. Esto se incubo por 20 minutos a temperatura
ambiente para que se diera la lisis celular. Posteriormente, se adicionaron 30 pl de
la solucion  Stock del sustrato [(-galactosidasa  (orto-nitrofenil-B-D-
galactopiranésido ONPG) el cual se preparé a 4 mg/ml en buffer fosfato de sodio
(1,42 g de Na;HPO, 0,1 M, 1,38 g NaH,PO4 x H,O 0,1 M, pH 8,8) y se incubo
durante 40 minutos para el desarrollo del color. La reaccién se detuvo afiadiendo
100 pl de la solucién Na,CO3 (1 M) y se realizé la lectura de la microplaca a una
densidad optica DOg42onm €n el espectrofotdmetro de UV/visible Thermo Scientific
Multiskan GO.
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1.5.2 Ensayo enzimatico de fosfatasa alcalina (FA). En cada pozo de
dispensaron 135 pl de buffer T (TRIS 24,22 gy SDS 0,2 g, pH 8,8) y se afadieron
15 pl de células de cada tratamiento, se dejo incubando durante 20 minutos a
temperatura ambiente para que se diera la lisis celular. Posteriormente, se
adicionaron 30 pl de la solucién Stock del sustrato de la fosfatasa alcalina (4-
nitrofenil fosfato PNPP) el cual se preparé a 4 mg/ml en buffer T y se incubo
durante 40 minutos para el desarrollo del color. La reaccion se detuvo afiadiendo
50 ul de la solucién HCI (2,5 M) y cinco minutos después se le agregaron 50 pl de
la solucion TRIS (2 M). Se realizo la lectura de la microplaca como se describié en

el ensayo de BG.

1.6 Criterio de antigenotoxicidad

El criterio de antigenotoxicidadusado fue el porcentaje de inhibicion de la
genotoxicidad (%IG). Este se mide como una reduccion significativa del factor de
induccion (FI) y representa la capacidad de la sustancia ensayada de proteger el

material genético cuando se irradié con luz UVC.

Ecuacién 1.
| b | | co: Factor de induccion SOS de los co-tratamientos
WBIG =1— C0o — Ibasa x100 (células + extracto vegetal + RUV-C).
luve — Ibasal | basal: Factor de induccién SOS del control negativo.

| uvc: Factor de induccion SOS del control positivo.

El célculo del factor de induccién (Fl) se realiz6 de acuerdo con Quillardet y
Hofnung, (1985). Para ello se calcularon las unidades enzimaticas de la actividad
BG y FA.

Ecuacion 2.
) o 1000* A,,, | Aso: Mgdida de la densidad optica de la mezcla de
Unidades Enzimaticas =—————— | incubacién leida a 420,
t t: tiempo de incubacion en presencia del sustrato
en minutos.
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La Relaciéon (R) de las unidades de la BG y FA refleja la induccién del gen sulA

incluso cuando se produce inhibicion de la sintesis de proteinas.

unidades £ — galactosidasa Ecuacion 3.
~ unidades fosfatasa alcalina

El factor de induccion SOS (FI) representa los datos de induccién del gen sulA
normalizados en cada tratamiento y se considera como una medida indirecta del

dafio primario (genotoxicidad) inducido en el ADN por estos tratamientos.

Ecuacion 4.
R, -
| =—- R.:Células tratadas
Rt Rni:Células no tratadas (C-)

La interpretacion de los resultados se realizd considerando lo siguiente: i) “no
genotéxico”, valores de FI menores de 1,5 ii) “inconclusos”, valores de Fl entre
1,5-2,0 y iii) “genotdxico”, valores mayores de 2,0 y una clara relacion dosis-

efecto.

1.7 Anélisis estadistico de los datos

Se calcularon los valores medios de las unidades enzimaticas de la BG y la FA,
asi como del FI con sus correspondientes errores estandar para cada muestra
ensayada. Se comprobd la normalidad de los datos mediante la prueba
Kolmogorov-Smirnov y la homogeneidad de varianza por medio de la prueba de F
maxima. Las diferencias entre tratamientos fueron evaluadas con una prueba de
Dunnett. Para todos los andlisis estadisticos, se consideré un p < 0,05. Todos los

analisis se realizaron utilizando el programa R.
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2. RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 1, se presentan los resultados del estudio de antigenotoxicidad frente
a R-UVC de los AE de especies del género Lippia. Los AE de Lippia alba (citral) y
Lippia micromera disminuyeron el dafio inducido por la R-UVC en el ensayo SOS
Chromotestde forma dosis dependiente. Esta actividad antigenotdxicafue
significativa a partir de las dosis de los AE de 0,42 y 0,83 % v/v para Lippia alba
(citral) y Lippia micromera; respectivamente. Por el contrario, los AE de Lippia alba
(carvona) y Lippia dulcis no mostraron una actividad antigenotéxica importante
frente a la R-UVC; siendo solo significativa para Lippia alba (carvona) en la dosis

mas alta (3,33 % Vv/v).

Tabla 1. Efecto antigenotdxico de los aceites esenciales de Lippia frente R-UVC,

medido en el ensayo SOS Chromotest.

. Lippia alba ( citral) Lippia micromera Lippia alba ( carvona) Lippia dulcis
Tratamientos Fi %IG Fi %IG i %IG FI %IG
C- H,O 1.0 £ 0.07 1.0 + 0.04 1.0 + 0.05 1.0 £ 0.03
C+ R-UVC 5.1 * 0.49 7.3 % 0.99 9.6 = 0.69 85 = 0.17
333 %viv 05 + 0.03 * 100 04 =+ 0.01* 100 14 +013* 95 103+ 1.48ns. 4
167 %viv 05 = 0.05 * 100 04 = 0.02* 100 102+ 0.72ns. 8 128+ 043 ns. 0
083 %viv 11 + 0.20 * 93 12 +013* 87 120+ 064ns. 1 125+ 0.69ns. 0
042 %v/iv 33 + 053 * 51 106 +092ns. 0 127 +107ns 3 114+ 068ns. 0
021 %viv 42 * 023 ns. 25 105 *0.74ns. 7 109+x063ns 5 103* 042ns. 0
0.10 %viv 48 + 039 ns. 17 102 +080ns. 1 10.0+ 046ns 6 9.7 £ 081lns. O
0.052 %viv 50 * 029 ns. 9 92 +£050ns. 1 103+061lns 6 105+ 0.68ns. 0
0.026 %viv 63 + 050 ns. O 82 £049ns. 5 122+ 0.74ns 2 98 £ 0.77ns. O
0.013 %v/iv 50 + 057 ns. 18 92 *#094ns. 6 109=*0.62ns 5 9.0 + 062 ns. 0

Valores promedio del factor de induccion SOS (FI) de un minimo de tres experimentos independientes con
cuatro réplicas cada uno. %GlI, Porcentaje de inhibicion de la genotoxicidad. *Reduccién significativa (p<0.05)
con respecto al control positivo encontradacon la prueba de Dunnett. n.s. no se encontrd diferencia

significativa.
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Por su parte, la Tabla 2 presenta los datos del estudio de antigenotoxicidad frente
a R-UVC de SFE de las especies Minthostachys mollis y Escallonia pendula.
Similar a como ocurrié con Lippia alba (carvona), las especies Minthostachys
mollis y Escallonia pendula mostraron actividad antigenotdxica significativa para la
dosis mas altas de las estudiadas: 1,13 y 1,04 mg/ml, respectivamente.

Tabla 2. Efecto antigenotoxico de los SFE frente R-UVC, medido en el ensayo
SOS Chromotest.

Minthostachys mollis Escallonia pendula

Tratamientos Fl %IG Tratamientos Fl %IG
C- H,O 10 + 0.026 C- 10 + 0.04
C+ R-UVC 110 + 0.630 C+ 107 = 0.70
1.13 mg/ml 16 + 0.181 * 93 1.04 mg/ml 26 + 034 * 84
0.57 mg/ml 76 + 0478 ns. 32 0.52 mg/ml 75 + 064 ns 11
0.28 mg/ml 9.7 + 0391 ns. 9 0.26 mg/ml 121 + 091 ns. 0
0.14 mg/ml 122 + 0.430 n.s. 0 0.13 mg/ml 141 + 078 ns. O
0.07 mg/ml 115 + 0.301 ns. 0 0.06 mg/ml 124 = 039 ns. 0
0.04 mg/ml 115 + 0.344 ns. 0 0.03 mg/ml 107 + 033 ns. O
0.018 mg/ml 112 + 0.604 n.s. 4 0.016 mg/ml 114 + 048 ns. 0
0.009 mg/ml 124 + 0.537 ns. 2 0.008 mg/ml 116 + 069 ns. 2
0.004 mg/ml 99 + 0651 ns. 13 0.004 mg/ml 101 +* 052 ns. 9

Valores promedio del factor de induccion SOS (FI) de un minimo de tres experimentosindependientes con
cuatro réplicas cada uno. %GlI, Porcentaje de inhibicion de la genotoxicidad. *Reduccién significativa (p<0.05)
con respecto al control positivo encontradacon la prueba de Dunnett. n.s. no se encontrd diferencia
significativa.

Estudios previos han demostrado, que el amplio espectro de actividades
biologicas de los AE se relaciona principalmente con el alto contenido de alguno o
algunos compuestos quimicos presentes en estos extractos (Edris, 2007; Bakkali
et al., 2008). Por ello, se propone que el potencial fotoprotector encontrado en el

AE de Lippia alba (citral) y Lippia micromera podria atribuirse a los componentes
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mayoritarios de estos aceites, citral y timol, respectivamente (Stashenko et al.,
2013).

Trabajos recientes en los que se evalUan las propiedades del AE de Lippia alba,
han demostrado que la actividad antifingica de éste se debe a la presencia en el
aceite de citral, citronela y geraniol (Mesa-Arango et al., 2009). Por su parte, la
actividad antigenotoxica frente a bleomicina se atribuye a la presencia de citral y
carvona en el aceite (Lépez et al., 2011). Estudios realizados con citral,
evidenciaron actividad antimutagénica frente a ciclofosfamida, mitomicina-C y
cloruro de niquel usando el test de micronucleos (Rabbani et al., 2005, Rabbani y
Devi, 2006), actividad atribuida en parte a la capacidad antioxidante del
compuesto (Rabbani y Devi, 2006). Esta evidencia demuestra, que el citral es un
compuesto quimico capaz de proteger el material genético frente al dafio inducido
por diferentes mutagenos, lo que soporta la hipotesis de que éste es el

responsable del potencial fotoprotector encontrado en el AE de Lippia alba (citral).

Para el AE de Lippia micromera se ha reportado una fuerte actividad antioxidante
debido a su capacidad de atrapamiento radicalario, actividad que se ha
relacionado con el contenido de timol y carvacrol en el aceite (Mufioz-Acevedo et
al.,, 2007; 2009). El timol con un porcentaje de 29,1% es el componente
mayoritario del AE de esta especie (Stashenko et al., 2013). Diferentes trabajos
han comprobado que el timol es responsable de la bioactividad de una variedad de
extractos en los que esta presente. Ejemplo de ello, es el estudio realizado por
Vicuha y colaboradores (2010), en el que se comprobd que el efecto
antigenotoxico del AE de Lippia origanoides frente a bleomicina se debe al alto
contenido de timol y/o carvacrol en el aceite. En este mismo sentido, la actividad
anti-inflamatoria y gastroprotectiva del AE de Lippia sidoides ha sido relacionada

con el componente mayoritario de este aceite, el timol (Barros-Monteiro et al.,
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2007). Adicionalmente, los autores del trabajo proponen que éste efecto se
relacionan con la actividad antioxidante del AE y de su componente mayoritario. A
pesar de que el AE de Lippia alba (carvona) y Lippia dulcis no mostraron actividad
fotoprotectora relevante frente a R-UVC en el modelo bacteriano empleado, estos
han mostrado propiedades quimiopreventivas. Para el AE de Lippia alba (carvona)
se ha reportado actividad antigenotéxica frente al mutageno bleomicina (Lopez et
al., 2011). Por su parte, el extracto etandlico de Lippia dulcis ha mostrado
actividad anti-inflamatoria (Pérez et al., 2005, G6rnemann et al., 2008).

Los extractos supercriticos de Minthostachys mollisy Escallonia pendula no
evidenciaron un marcado efecto fotoprotector; no obstante, se conoce que la
especie Minthostachys mollis ha sido ampliamente usada en la medicina
tradicional, principalmente en el tratamiento de afecciones del sistema nervioso,
digestivo y respiratorio, adicionalmente se ha evaluado exitosamente como
insecticida, fungicida y antihistaminico (Schmidt-Lebuhn, 2008; Monigatti et al.,
2013). Mientras el extracto etandlico de Escallonia pendula presenta accidn

antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus (Bussmann et al., 2008).

Ha sido previamente demostrado las propiedades terapéuticas de los AE de
especies vegetales del género Lippia (Oliveira et al., 2007; Saddiqg y Khayyat,
2010; Modak y Mukhopadhaya, 2011; Ganjewala et al., 2012). El presente trabajo
amplia el potencial terapéutico de los AE de las especies de este género, con la

demostracién de sus propiedades antigenotoxicas.
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CONCLUSIONES

A partir de los datos obtenidos durante el desarrollo del trabajo experimental, se
puede concluir que los aceites esenciales de Lippia alba (citral) y Lippia micromera
presentaron actividad antigenotdxcia frente a radiacion ultravioleta tipo C, siendo
las especies mas prometedoras como fuente de agentes fotoprotectores. Los

demas aceites evaluados no exhibieron una actividad antigenotéxica relevante.

Los extractos supercriticos obtenidos a partir de las especies Minthostachys mollis
y Escallonia pendulano exhibieron actividad antigenotoxica marcada frente a
radiacion ultravioleta tipo C en el rango de dosis ensayadas para el modelo
bioldgico.
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5. RECOMENDACIONES

Se recomienda seguir profundizando en el estudio del modo de accién de los AE
que resultaron positivos en el modelo de prueba frente a R-UVC. Esto podria
lograrse evaluando los AE en procedimientos experimentales de pre y post
incubacion en el ensayo SOS Chromotest, evaluando sus componentes
mayoritarios para determinar cuél o cudles de ellos son los responsables de dicho
efecto. También seria interesante probar el potencial fotoprotector utilizando R-
UVA y R-UVB asi como emplear otros ensayos diferentes al utilizado en la

presente pasantia de investigacion.
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