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RESUMEN

TITULO: ESTUDIO DEL EFECTO GENOTOXICO Y POTENCIAL ANTIGENOTOXICO DE
ACEITES ESENCIALES DE ESPECIES VEGETALES DE LAS FAMILIAS ASTERACEAE Y
MYRTACEAE FRENTE A RADIACION ULTRAVIOLETA TIPO B*

Autores: ROWENS ANDREICK CRISTANCHO GOMEZ**

Palabras clave: Aceites esenciales, Radiacion ultravioleta, genotoxicidad, antigenotoxicidad,
SOS Chromotest, Fotoproteccion, Asteraceae, Myrtaceae.

Descripcién

El desarrollo del cancer de piel tiene una relaciéon directa con la exposicion a radiacion
ultravioleta (R-UV) solar, sin una adecuada proteccién. Dentro de los tres tipos de R-UV es la
radiacion ultravioleta tipo B (R-UVB) la que presenta la principal contribucién en relacién con el
dafio al ADN, por lo que podria actuar como el principal factor de riesgo para el desarrollo de
cancer de piel. Existe un gran interés por encontrar nuevos compuestos con potencial
fotoprotector, principalmente compuestos de origen natural. En este sentido los aceites
esenciales (AE), que son mezclas de compuestos volatiles extraidos de plantas y para los que
se ha demostrado diversas actividades bioldgicas, son fuente promisoria de compuestos que
podrian resultar Utiles para la fotoprotecion de la piel. En el presente trabajo se evalu6 el efecto
genotoxico y potencial antigenotoxico de aceites esenciales obtenidos a partir de 3 especies
vegetales pertenecientes a la familia Asteraceae, BIO-AT-sa-W28E, BIO-AT-sa-W38E, BIO-AT-
sa-W36E y 2 especies pertenecientes a la familia Myrtaceae, BIO-MY-sa-WO5E, BIO-MY-sa-
WOTE, frente al dafio inducido en el ADN por la R-UVB. La genotoxicidad y antigenotoxicidad
de estos extractos fue determinada empleando disefios experimentales de co-tratamiento
utilizando el ensayo bacteriano SOS chromotest, el cual permite medir de manera indirecta el
dafio causado al ADN. Los dos AE de obtenidos de plantas de la familia Myrtaceae mostraron
un claro efecto genotoxico, mientras que los de la familia Asteraceae no. Asi mismo los aceites
BIO-AT-sa-W38E y BIO-AT-sa-W36E exhibieron actividad antigenotdxica de forma dosis
dependiente, convirtiéndose en fuente promisoria de compuestos potencialmente
fotoprotectores.

* Trabajo de grado
** Facultad de ciencias basicas. Director Jorge Luis Fuentes Lorenzo



ABSTRACT

TITLE: STUDY OF THE GENOTOXIC EFECT AND ANTIGENOTOXIC POTENTIAL OF
PLANT ESSENTIAL OILS FROM SPECIES OF THE FAMILIES ASTERACEAE AND
MYRTACEAE AGAINST ULTRAVIOLET RADIATION TYPE B*

Authors: ROWENS ANDREICK CRISTANCHO GOMEZ **

Key words: Essential oils, Ultraviolet radiation, genotoxicity, antigenotoxicity, SOS Chromotest,
photoprotection, Asteraceae, Myrtaceae.

Description

Skin cancer development is related directly with sunlight ultraviolet radiation exposure without
adequate protection. Within the three R-UV types is the ultraviolet radiation B which displays the
main contribution regarding to DNA damage, by that reason it would act as the major risk factor
in skin cancer development. There is a great interest about finding new compounds with
photoprotector potencial, mainly compounds from natural sources. In this respect the essential
oils (AE), which are mixtures of volatile compounds extracted from plants for which has been
shown various biological activities, are a promising source of compounds which may be useful
for skin fotoprotecién. In this present work the genotoxic effect and antigenotoxic potential was
evaluated for essential oils from 3 plant species belonging to Asteraceae family, BIO-AT-sa-
W28E, BIO-AT-sa-W38E, BIO-AT-sa-W36E, and two plant species belonging to Myrtaceae
family, BIO-MY-sa-WO5E, BIO-MY-sa-WO7E, against the DNA damage induced by R-UVB
exposure. Genotoxicity and antigenotoxicity of these extracts were determined using a
cotreatment experimental design in the SOS Chromotest , a bacterial assay that measure
indirectly DNA damage. Both essential oils obtained from plants belonging to Asteraceae family
showed a clear genotoxic effect, but plants from Asteraceae family don’t. Likewise essential oils
BIO-AT-sa-W38E and BIO-AT-sa-W36E showed antigenotoxic activity in a dose-dependent
relationship, becoming a potentially promising source of photoprotective compounds.

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



INTRODUCCION

El cancer de piel, especialmente el melanoma cutaneo maligno, esta
aumentando su incidencia, morbilidad y mortalidad alrededor del mundo,
convirtiéndose en un problema de salud publica (Espey et al., 2007; Purdue et
al., 2008; Zaidi et al., 2008). Diferentes investigadores consideran a la radiacion
ultravioleta (R-UV) solar como el principal factor de riesgo para el desarrollo de
cancer de piel, basados en el hecho que la R-UV puede producir cambios
estructurales en el ADN, y actuar como un iniciador del proceso cancerigeno
(De Flora, 1998; Gallagher y Lee, 2006; Zaidi et al., 2008). Por lo cual, se
estima que el aumento de patologias cutaneas se debe en principio a la
sobreexposicion a R-UV solar sin la debida proteccién (Madronich et al., 1998;
Ichihashi et al., 2003; Matsumura y Ananthaswamy, 2004; Zaidi et al., 2008).

La R-UV es definida como la radiacién cuya longitud de onda se encuentra
entre 100 y 400 nm; asi mismo se han caracterizado tres tipos de R-UV de
acuerdo a su longitud de onda especifica: A (315-400 nm), B (280-315nm)y C
(100-280 nm). De los cuales, la R-UVB es considerada el componente de la
radiacion solar de mayor relevancia biologica (Perdiz et al. 2000; Gallagher
y Lee, 2006; Nayanaran et al, 2010). Aunque la R-UVB es necesaria para la
trasformacion de 7-deoxicolesterol a vitamina D, el exceso de esta es
responsable de eritema, cancer de piel e inmunosupresiéon (Gallagher y Lee,
2006; Katiyar et al., 2011). Debido a que induce dafios en la molécula de ADN,
siendo los dimeros de pirimidina cis-syn ciclobutano (CPD) vy el
fotoproducto pirimidina (6-4) pirimidona (6-4PP), los tipos mas frecuentes;
adicionalmente, la R-UVB puede producir especies reactivas del oxigeno,
causando dafios oxidativos en las bases nitrogenadas (Sinha y Hader,
2002; Mukherjeea et al., 2011).

Con el objetivo de disminuir los efectos adversos de la sobreexposicion a

radiacion solar, la principal herramienta ha sido el desarrollo de estrategias de

prevencion (Morse y Stoner, 1993), siendo una de ellas la busqueda de
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compuestos naturales con actividad quimiopreventiva o fotoprotectora, es decir,
con capacidad de prevenir, contrarrestar o estimular la reparacion del dafio
genético causado por la R-UV (Marrot et al., 2005, Hazane et al., 2006). Entre
los agentes naturales con potencial fotoprotector se encuentran los polifenoles.
Compuestos para los que se han reportado propiedades guimiopreventivas,
gue posteriormente fueron probados de forma tépica como fotoprotectores,
demostrando que pueden absorber la R-UV evitando que esta penetre en la

piel y cause dafio (Nichols y Katiyar, 2010).

Los aceites esenciales (AE); son mezclas de compuestos volatiles extraidos de
plantas y usados tanto en la medicina tradicional como en la industria
farmacolégica (Bakkali et al., 2008). Muchos de ellos son ampliamente
conocidos por sus propiedades antioxidantes y antigenotoxicas (Light et al.,
2005; Yesilada, 2005; Saikia et al., 2006; Bakkali et al., 2008; Gilaberte y
Gonzélez, 2010; Nichols y Katiyar, 2010; Vicufia et al., 2010; Afaq y Katiyar,
2011; Lopez et al., 2011) las cuales pueden resultar relevantes para la
fotoproteccion de la piel. Como es el caso del AE extraido de Cnidium officinale
y Ligusticum chuanxiong, para los cuales se relaciona su capacidad de
disminuir el dafio inducido en el ADN por la R-UVB en fibroblastos de raton,
con la actividad antioxidante que presentan estos aceites (Jeong et al., 2009).

Como se evidencid, existe la necesidad de encontrar compuestos naturales
con potencial fotoprotector que contribuyan a dismunuir la incidencia de
procesos carcinogénicos en piel. Por ello, la presente pasantia de investigacion
tuvo como objetivo evaluar el efecto genotdxico y potencial antigenotoxico
frente a la radiacion ultavioleta tipo B (R-UVB), de cinco aceites esenciales
obtenidos a partir de 3 especies vegetales de la familia Asteraceae
identificadas con los codigos BIO-AT-sa-W28E, BIO-AT-sa-W38E, BIO-AT-sa-
W36E, y 2 especies vegetales de la familia Myrtaceae identificadas con los
codigos BIO-MY-sa-WO5E, BIO-MY-sa-WO7E, empleando  disefos
experimentales de co-tratamiento en el ensayo SOS chromotest (Quillardet et
al. 1982, Fuentes et al. 2006)
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1. COMPETENCIAS DE LA PASANTIA DE INVESTIGACION.

1. Desarrolla habilidades y destrezas en la ejecucion de ensayos de
genotoxicidad y antigenotoxicidad utilizando el ensayo SOS Chromotest.

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

equipos, preparacion de los medios de cultivos y soluciones necesarios
para el desempefio de cada practica.

3. Asume responsablemente el trabajo del laboratorio durante el cumplimiento
de

los objetivos de la pasantia.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Extractos vegetales

Los aceites esenciales AE obtenidos mediante hidrodestilacion asistida por
radiacion microondas, fueron suministrados por el Centro de Investigacion en
Biomoléculas (CIBIMOL) y se realizaron en el marco del proyecto Bio-Red-CO-
CENIVAM No. RC-0572-2012.

Los AE evaluados en este trabajo corresponden a tres especies de la familia
Asteraceae identificadas con los cédigos BIO-AT-sa-W28E, BIO-AT-sa-W38E y
BIO-AT-sa-W36E. Asi como a dos especies vegetales de la familia Myrtaceae
identificadas con los cédigos BIO-MY-sa-WO05E y BIO-MY-sa-WO7E.

3.2 Principio del ensayo SOS Chromotest

El ensayo SOS Chromotest utiliza como sistema de estudio la enterobacteria
Escherichia coli cepa PQ-37, esta cepa contiene una fusion transcripcional
(sulA::LacZ) donde el gen estructural de la enzima 3-galactosidasa se expresa
bajo el control del promotor del gen sulA regulado bajo la respuesta SOS. De
esta forma la actividad especifica 3-galactosidasa es un indicador del nivel de
induccion de la respuesta SOS; y por tanto, un indicador indirecto del dafio
inducido en al ADN. La cepa también cuenta con una mutacién en el gen uvrA
qgue la hace deficiente en la reparacion por escision de nucleétidos (Sancar &
Rupp, 1983), elevando su sensibilidad frente a una amplia variedad de
mutagenos y una mutacion rfa que la hace deficiente en lipopolisacaridos de
membrana lo que eleva la permeabilidad de la membrada celular (Quillardet &
Hofnung, 1985).

3.3 Cepa de ensayo y condiciones de cultivo

Una alicuota de la cepa Escherichia coli PQ37, genotipo (F- thr leu his-4 pyrD
thi galE galK or galT lac 4U169 srl300::Tn10 rpoB rpsL uvrA rfa trp::Muc+
sfiA::Mud(Ap, lac)cts) se dejo creciendo en medio Luria-Bertani (LB) (10 g
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triptona, 10 g cloruro de sodio, 5 g extracto de levadura, pH 7.4) suplementado
con ampicilina (50 pg/ml) y tetraciclina (17 pyg/ml) a una temperatura de 37 °C
con agitacion permanente (170 rpm) durante 15-16 horas. Al dia siguiente se
realizd una resiembra en medio fresco adicionando 2 ml del medio crecido en
20 ml de medio LB, el cual se dejé crecer bajo las condiciones experimentales
descritas anteriormente un tiempo aproximado de una hora, hasta que alcanzé

una densidad 6ptica DOgoonm de 0.4.

3.4 Ensayo de genotoxicidad

El cultivo de la cepa en fase exponencial (densidad éptica de 0.4 a 600 nm) fue
diluido 10 veces en medio fresco y dispensado en tubos tipo Eppendorf que
contenian diferentes concentraciones del extracto a evaluar. Posteriormente,
los tratamientos fueron incubados durante 30 minutos a 8°C para la
incorporacion del compuesto a la célula y luego durante 2 horas a 37 °C con
agitacion permanente (300 rpm) en el Thermomixer Comfort (Eppendorf,
Alemania), para la recuperacion celular e induccion del gen reportero. Para
cada tratamiento, se desarrollaron minimo 3 experimentos independientes,
incluyendo en cada experimento un control positivo (4-nitiroquinolina-1-oxido) y
un control negativo (agua destilada estéril). Los ensayos enziméticos se
realizaron con cuatro replicas cada uno y en paralelo para la B -galactosidasa y

la fosfatasa alcalina.

3.5 Ensayos enzimaticos

Posterior a la incubacion se realizaron los ensayos enzimaticos en microplacas
Brand de 96 pozos de la siguiente manera: el ensayo de B-galactosidasa (BG)
se realiz6 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.

3.5.1 Ensayo enzimatico de B-galactosidasa (BG).
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En cada pozo se dispensaron 135 pul de buffer Z (Na,HPO,4 3,22 g, NaH,PO4 x
H,O 1,1 g, KCI 0,15 g, MgSO,4 * 7 H,O 0,05 g, SDS 0,2 g, B-mercaptoetanol
0,54 ml, pH 7,0) y se afadieron 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 [3-
galactosidasa (orto-nitrofenil-B-D-galactopirandsido, ONPG) la 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,PO, x H,O 0,1 M, pH 8,8) y se incubo durante 40 minutos a temperatura
ambiente para el desarrollo del color. La reaccidén se detuvo afiadiendo 100 pl
de la solucion Na,CO3; (1 M) y se realizé la lectura de la microplaca a una
densidad optica DOgsonm €n el espectrofotometro de UV/visible Thermo
Scientific Multiskan GO.

3.5.2 Ensayo enzimatico de fosfatasa alcalina (FA).

En cada pozo de dispensaron 135 pul de buffer T (TRIS 24,22 gy SDS 0,2 g, pH
8,8) y se afnadieron 15 ul de células de cada tratamiento, se dejé incubando
durante 20 minutos a temperatura ambiente para que se diera la lisis celular.
Posteriormente, se adicionaron 30 ul de la solucién Stock del sustrato de la
fosfatasa alcalina (4-nitrofenil fosfato, PNPP) el cual se prepardé a 4 mg/ml en
buffer T y se incubo durante 40 minutos para el desarrollo del color. La reaccion
se detuvo afiadiendo 50 pl de la solucion HCI (2,5 M) y cinco minutos después
se le agregaron 50 pul de la solucion TRIS (2 M). Finalmente se realiz6 la lectura
de la microplaca como se describié en el ensayo de BG.

3.6 Criterio de genotoxicidad.

El criterio de genotoxicidad empleado es el Factor de Induccion (Fl). El calculo
del FlI se realiz6 de acuerdo con Quillardet y Hofnung, (1985). Para ello se
calcularon las unidades enzimaticas de la actividad BG y FA de la siguiente
manera.

Ecuacion

Asz0: medida de la densidad éptica de la mezcla de la
incubacion medida a 420nm.
t: tiempo de incubacién en presencia del sustrato en

minugos




1000 = A420
t

Unidades enzimaticas =

La relacion (R) de las unidades enzimaticas de la BG y la FA refleja la
induccion del gen sulA, incluso cuando se produce inhibicion de la sintesis de

proteinas.

Ecuacion 2

_ Unidades de p — galactosidasa

" Unidades de Fostasa alcalina

El factor de induccién SOS (Fl), representa los datos de induccion 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 3

R; Ry Células tratadas
R Rtn: Células no tratadas
nt

La discriminacién de valores se realizd6 considerando lo siguiente: i) “no
genotoxico”, valores de FI menores de 1,5 ii) “inconclusos”, valores de Fl entre
1,5-2,0 y iii) “genotodxico”, valores mayores de 2,0 y una clara relacion dosis-

efecto.

3.7 Ensayo de antigenotoxicidad

Una vez realizados los analisis de genotoxicidad, para aquellos compuestos
que no presentaron efecto genotoxico se realizd6 el ensayo de
antigenotoxicidad. El efecto antigenotoxico de los AE frente a R-UVB se evalué
en el ensayo SOS Chromotest (Quillardet et al., 1982), empleando disefios

experimentales de co-tratamiento. En estos las células fueron expuestas
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simultaneamente a diferentes concentraciones de la fraccibn acuosa del
compuesto a evaluar y a la dosis de R-UVB previamente determinada en el

LMMA, siguiendo el protocolo propuesto por Fuentes y colaboradores (2006).

El cultivo fresco crecido hasta una densidad 6ptica DO600nm de 0,4 fue diluido
cinco veces en medio LB 2X, esta dilucién se distribuyé a razon de 600 pl 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 para realizar la irradiacién a una dosis de 0.001 J/m2. Las células en las
cajas Petri se irradiaron en una cabina de irradiacion BS-02 (Opystel Dr Grobel,
Alemania) equipada con cuatro lamparas de R-UVB y con un controlador
de irradiacion tipo UV-MAT (Opystel Dr Grobel, Alemania). Posterior a la
irradiacion se tomO 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 Thermomixer Comfort (Eppendorf, Alemania). En todos 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 esteéril).

3.8 Criterio de antigenotoxicidad

Como criterio de antigenotoxicidad se usO el porcentaje de inhibicién de la
genotoxicidad (%IG). Este se mide como una reduccion significativa del factor
de induccidon (Fl) y representa la capacidad de la sustancia ensayada de
proteger el material genético cuando se irradié con luz UVC y se calcula para

cada tratamiento segun la siguiente ecuacion:

Ecuacion 4
Ico — Ibasal Ico: factor de induccién SOS de los cotratamientos (células + extracto
%IG = ———— vegetal + RUVC).
Iuv — Ibsal Ibasal: factor de induccion SOS del control negativo.
luvc: factor de induccién SOS del control positivo.
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3.9 Analisis 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 Levene. Las diferencias entre tratamientos fueron evaluadas con una
prueba a posteriori de Dunnett. Para todos los analisis estadisticos, se
considerd un p < 0,05. Todos los andlisis se realizaron utilizando el programa
R.

18



4. RESULTADOS Y DISCUSION

En la tabla 1 se presentan los resultados del estudio de genotoxicidad de los
AE obtenidos a partir de especies vegetales de las familias Asteraceae y
Myrtaceae, identificadas con los codigos BIO-AT-sa-W28E, BIO-AT-sa-W38E,
BIO-AT-sa-W36E y BIO-MY-sa-WO5E, BIO-MY-sa-WO7E, respectivamente.
Los valores del Fl para las tres especies de la familia Asteracea evaluadas, no
presentaron valores significativamente diferentes al control negativo en ninguna
de las concentraciones probadas. Lo cual indica que para este modelo
bioldgico y para el rango de concentraciones evaluadas, los AE de las especies

vegetales analizadas no son genotoxicos en el modelo de estudio.

Los AE de las especies vegetales de la familia Myrtaceae exhibieron valores de
FI para BIO-MY-sa-WO5E de 8.1, 5.8, y 2.2 en las concentraciones 0.83 % vl/v,
0.42 % viv y 0.21 % v/v respectivamente; mientras para el aceite BIO-MY-sa-
WOT7E se encontraron valores del Fl de 8.6 y 3.2 en las concentraciones 0.83 %
vivy 0.42 % vlv respectivamente. Por lo tanto es notorio el efecto genotoxico
que estos AE muestran para este modelo biolégico en algunas de las
concentraciones evaluadas. El hecho de que no se presente actividad de la
respuesta SOS en las concentraciones mas altas sugiere que la genotoxicidad
esta asociada con un efecto toxico del compuesto. Estos aceites representan el
primer reporte de AE con actividad genotdxica, dentro del grupo de muestras

evaluadas en el macroproyecto en el que se enmarca la presente pasantia,

Es importante destacar que el modelo biolégico usado en el ensayo SOS
chromotest es una bacteria, y que algunos AE extraidos de plantas de diversas
especies cuentan con propiedades anti-microbianas (Dorman y Deans, 2000;
Burt, 2004; Bakkali et al., 2008). La familia Myrtaceae comprende 121 géneros,
distribuidos principalmente en las regiones tropicales y subtropicales del mundo
(Stefanello et al., 2011), representando una importante fuente de aceites

esenciales con actividades bioldégicas como bactericida, fungicida vy
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antiinflamatoria (Sartorelli et al., 2007). Un buen ejemplo, es el extracto de
hojas de Psidium guajava el cual tiene un efecto inhibidor del crecimiento
sobre Aspergillus fumigatus, Candida albicans, Salmonella spp., Yy
Staphylococcus aureus actuando como bactericida y fungicida (Ofodile et al.,
2013). El género Eucalyptus también exhibe un amplio rango de accién contra
diferentes patégenos como Escherichia coli, Candida albicans vy
Staphylococcus aureus (Sacchetti et al., 2005; Sartorelli et al., 2007). Llegando
incluso a inhibir el crecimiento de Pseudomona aureginosa, una bacteria de

dificil tratamiento clinico (Cimanga et al., 2002).

Es necesario analizar los AE que resultaron genotoxicos con métodos como el
ensayo cometa o el ensayo de micronucleos en células de mamifero, para
confirmar los resultados (Taylor et al., 2003). Asi mismo, realizar la
identificacion taxondmica de las especies a las que corresponden estos aceites
y la caracterizacion quimica de los mismos. Ya que segun la literatura, los AE
obtenidos de plantas de la familia Myrtacea presentan principalmente
monoterpenos y sesquiterpenos como componentes mayoritarios (Dorman y
Deans, 2000; Cimanga et al., 2002; Sacchetti et al., 2005; Sartorelli et al., 2007,
Pereira et al.,, 2014). Aunque en algunas especies como Psidium guajava y
Monimiastrum globosum se reportan saponinas, taninos, y flavonoides. Por
esta razdn es importante conocer la composicion de los aceites que resultaron
genotoxicos y evaluar el efecto de estos componentes por separado, para asi
determinar cual o cudles son responsables de la actividad genotdxica

encontrada en los aceites evaluados.

En la tabla 2 se presentan los resultados del estudio de antigenotoxicidad
correspondientes a los AE que en el ensayo de genotoxicidad resultaron
negativos. EI AE de la especie BIO-AT-sa-W28E no presentd un efecto
antigenotoxico marcado frente a R-UVB, ya que la inhibicion de la
genotoxicidad Unicamente fue significativa para la dosis mas alta evaluada
(3.33 % v/v). Por el contrario, los AE de las especies vegetales BIO-AT-sa-

W36E y BIO-AT-sa-W38E mostraron un claro efecto antigenotoxico, ya que
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ambos disminuyen el dafo inducido en el ADN por la R-UVB de forma dosis
dependiente. Esta disminucion de la genotoxicidad fue significativa a partir de
la dosis 0.21 % v/v para BIO-AT-sa-W36E y 0.10 % v/v para BIO-AT-sa-W38E,
logrando para esas concentraciones una inhibicion de la genotoxicidad del 65 y
87% respectivamente. Con estos resultados, los AE obtenidos de estas dos
especies, en especial el AE de la especie BIO-AT-sa-W38E, se perfilan como
los candidatos mas promisorios para ser usados como fotoprotectores. Esto ya
qgue cuentan con la mayor proteccion a la menor concentracion reportada hasta
el momento para los extractos evaluados en el macroproyecto del cual hace

parte la presenta pasantia de investigacion.

Los resultados obtenidos en este trabajo, concuerdan con la informacion
registrada en estudios previos sobre esta familia. Diferentes especies de la
familia Asteracea son usadas en la medicina tradicional por sus propiedades
antisépticas, diuréticas, protectoras de la piel, antinflamatorias, antibacterianas
y analgesicas (Elgorashi et al.,, 2003; Singh y Agarwal, 2005; Hodges y
Bennett, 2006; Hernandez et al., 2010; Oliveira et al., 2011; Acquaviva et al.,
2012). Para nuestro objeto de interés es notorio el caso de Calendula
officinalis, especie que ha demostrado tener la capacidad de prevenir los dafios
causados al ADN por exposicion a R-UVB en ratones albinos (Mishra et al.,
2011; Mukherjeea et al., 2011; Mishra et al., 2012), ademas de prevenir los
dafios producidos al material genético por un agente quelante como el metil-

meta-sulfonato (Dimer et al., 2012).

Los AE de plantas de esta familia contienen principalmente fenoles, polifenoles
y flavonoides, compuestos para los que se ha demostrado alta capacidad
antioxidante (Soobratteea et al., 2005), la cual esta relacionado con su
capacidad para prevenir el dafio causado al ADN por la R-UVB (Singh y
Agarwal, 2005; Acquaviva et al.,, 2012; Jarzycka et al., 2013). Los polifenoles,
flavonoides y sinergias de estos con otros antioxidantes pueden prevenir los
efectos adversos de la R-UVB al evitar la formacion de especies reactivas del
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oxigeno, inhibiendo asi el dafio oxidativo (Fonseca et al., 2010; Mishra et al.,
2012).
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TABLA 1: Efecto genotoxico de los aceites esenciales medido en el ensayo SOS chromotest

Familia Asteraceae Myrtaceae

Cddigo de

identificacién BIO-AT-sa-W28E BIO-AT-sa-W38E BIO-AT-sa-W36E BIO-MY-sa-WO5E BIO-MY-sa-WO7E
Tratamiento | FI Fl Fl FI FI

C- H20 1.0 %= 0.03 1.0 + 0.05 1.0 £ 0.05 1.0 + 0.05 1.0 = 0.05
C+234 pyM |79 +£ 0.66 8.7 £ 1.02 82 + 057 111+ 1.03 9.7 + 0.67
3.33% viv 14 + 011 ns. 13 *+ 012 ns 16 =+ 0.09 ns |0.8 + 003 ns 13 =+ 0.06 ns
1.67 % viv 11 + 010 ns. 14 £+ 015 ns 16 =+ 0.37 ns |1.0 + 008 ns 17 <+ 0.14 ns
0.83 % viv 1.0 £ 006 ns. 07 £ 003 ns 14 + 029 ns |81 + 0.36 * 86 + 047 *
0.42 % viv 11 + 009 ns. 07 £ 006 ns 09 =+ 012 ns |58 + 044 * 32 £+ 047 *
0.21 % viv 12 + 007 ns. 09 +£ 004 ns 09 =+ 007 ns |22 + 0.20 * 1.7 + 0.15 ns
0.10 % viv 1.1 + 007 ns. 11 £+ 006 ns 08 =+ 0.03 ns |1.3 + 010 ns 12 + 0.12 ns
0.05 % viv 13 009 ns. 09 £ 004 ns 09 =+ 0.17 ns |1.2 + 009 ns 12 + 0.16 ns
0.03 % viv 13 009 ns. 10 = 006 ns 09 =+ 0.04 ns |1.0 + 004 ns 14 <+ 0.15 ns
0.01 % viv 14 + 017 ns. 18 + 035 ns 12 + 0.13 ns |1.1 + 007 ns 12 <+ 0.15 ns

Valores promedio del factor de induccién SOS (FI) de un minimo de tres experimentos independientes con cuatro réplicas cada uno. *Aumento significativo
(p<0,05) con respecto al control negativo. n.s no se encontré diferencia significativa.
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TABLA 2: Efecto antigenotoxico de los aceites esenciales medido en el ensayo SOS chromotest

Cadigo de

dentticacion BIO-AT-sa-W28E BIO-AT-sa-W38E BIO-AT-sa-W36E
Tratamiento |FlI %IG FI %IG Fl %IG
C- H20 1.0 + 0.04 1.0 + 0.03 1.0 + 0.08

C+2,34 uM |6.5 + 0.17 9.2 + 0.71 5.5 + 0.46
3.33%v/iv |[0.8 + 0.07 * 100 14 + 0.14 * 95 1.1 + 015 * 97
1.67 % viv |23 + 0.36 n.s 77 15 + 0.19 * 94 1.2 + 016 * 95
0.83%viv [4.4 + 047 n.s 38 14 + 0.21 * 95 1.4 + 0.8 * 90
042%viv ||7.7 + 0.23 n.s 0 14 + 0.19 * 95 1.5 + 047 * 88
0.21%viv |[6.7 + 0.32 n.s 0 15 + 0.17 * 94 2.6 + 038 * 65
0.10% v/iv [5.9 + 0.2 n.s 9 2.1 + 0.31 * 87 4.2 + 044 ns 29
0.05%v/iv [9.1 + 041 ns O 8.0 + 1.04 ns 15 4.8 + 057 ns 16
0.03%v/iv [8.2 + 0.29 n.s 0 7.5 + 041 n.s 20 6.0 + 041 ns O
0.01%viv |7.3 + 0.55 n.s 0 9.8 + 1.23 n.s 0 5.5 + 064 ns O

Valores promedio del factor de induccion SOS (FI) de un minimo de tres experimentos independientes con cuatro réplicas cada uno. %IG, porcentaje de
inhibicién de la genotoxicidad. *Reduccién significativa (p<0,05) con respecto al control positivo encontrada con la prueba de Dunnett. n.s no se encontré
diferencia significativa.

24



5. CONCLUSIONES

Los aceites esenciales de la familia Myrtaceae, BIO-MY-sa-WO5E y BIO-MY-sa-
WO7E, presentaron efecto genotoxico en este modelo bioldgico. Mientras dos
aceites de la familia Asteraceae, BIO-AT-sa-W36E y BIO-AT-sa-W38E mostraron
un alto potencial antigenotoxico frente a R-UVB, en especial el AE BIO-AT-sa-
W38E, perfilandose como extractos promisorios en el campo de la fotoprotecion. En
ambos casos, es necesario hacer estudios posteriores para identificar cual es el

componente activo responsable de cada actividad.
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6. RECOMENDACIONES

Se recomienda identificar taxondmicamente las especies a las cuales pertenece
cada aceite esencial. Asi como realizar estudios de los aceites que resultaros
genotoxicos y antigenotoxicos en otros modelos biolégicos, donde se usen células
de mamifero, para confirmar su toxicidad y antigenotoxicidad. Finalmente es
necesario conocer de manera exacta la composicion de los aceites esenciales aqui
analizados para luego realizar pruebas de manera independiente con los
componentes aislados, de esta manera se podria determinar cual o cuales son los

responsables de la actividad genotoxica y antigenotoxica respectivamente.
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