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Resumen en Espafiol

TITULO: ESTUDIO DEL POTENCIAL ANTIGENOTOXICO DE ACEITES ESENCIALES
DE ESPECIES VEGETALES DE LAS FAMILIAS ASTERACEA'Y VERBENACEA FRENTE
A RADIACION ULTRAVIOLETA TIPO B*

AUTOR: SILVIA JULIANA FLOREZ GONZALEZ**

PALABRAS CLAVES: ANTIGENOTOXICIDAD, GENOTOXICIDAD, SOS
CHROMOTEST, RADIACION ULTRAVIOLETA, ACEITES ESENCIALES.

DESCRIPCION:

La radiacion ultravioleta (UV) que compone la luz solar es esencial para la vida de la vasta
mayoria de los seres vivos en la tierra; sin embargo, la sobre exposicién a la UV conduce al
fotoenvejecimiento y al cancer de piel. La radiacién ultravioleta tipo B (UVB) es el componente
mas energetico de la radiacion solar que llega a la superficie terrestre. Sus principales reacciones
fotoquimicas implican la absorcién directa de sus fotones por las bases nitrogenadas formando
dafios en el ADN conocido como fotoproductos. Con el fin de encontrar nuevas sustancias que
prevengan y/o reparen el dafio causado por la radiacion UV, ha crecido el interés por el estudio
de compuestos de origen natural. En este contexto, los aceites esenciales (AE) son mezclas
complejas de compuestos naturales que tienen diversas actividades bioldgicas, que los convierte
en una fuente promisoria de compuestos Utiles para la fotoproteccién de la piel. En el presente
trabajo, se evalud el potencial antigenotdxico de 10 aceites esenciales obtenidos de plantas de las
familias Asteraceae y 5 de la familia Verbenaceae, frente al efecto genotdxico de la UVB. Para
evaluar la genotoxicidad y la antigeotoxicidad de los AE, se us6 el ensayo bacteriano SOS
Chromotest; un ensayo colorimétrico que ha mostrado una alta sensibilidad para la deteccién del
efecto genotoxico producido por la UV. De todos los AE estudiados, solo dos obtenidos de
especies de la familia Asteraceae (Ageratina popayanensis BIO-ATSaV40E y Coleostephus sp.
BIO-ATSaV62E) mostraron un efecto genotdxico. Asi mismo, los aceites de Wedelia stuebelii
BIO-ATSaV66E, Tagetes caracasana BIO-ATSaV50E y Lippia origanoides BIO-VEVCcV34E y
BIO-VEarVO1E exhibieron actividad antigenotoxica frente a la UVB con dependencia de su
concentracion. Los resultados son discutidos considerando las especies de plantas promisoria de
compuestos potencialmente fotoprotectores.

*Tesis de Grado
**Escuela de Biologia. Facultad de Ciencias, Universidad Industrial de Santander. Director:
Jorge L. Fuentes Lorenzo. Microbiologo Ph.D.
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Resumen en Inglés

TITLE: STUDY OF THE ANTIGENOTOXIC POTENTIAL OF ESSENTIAL OILS OF
VEGETABLE SPECIES OF THE FAMILIES ASTERACEA AND VERBENACEA AGAINST
ULTRAVIOLET RADIATION TYPE B*

AUTHOR: SILVIA JULIANA FLOREZ GONZALEZ**

KEYWORDS: ANTIGENOTOXICITY, GENOTOXICITY, SOS CHROMOTEST, UV
RADIATION, ESSENTIAL OILS.

DESCRIPTION:

The ultraviolet (UV) radiation that makes up sunlight is essential to the lives of the vast majority
of living things on earth; however, overexposure to UV leads to photo-aging and skin cancer.
Ultraviolet type B (UVB) radiation is the most energetic component of solar radiation reaching
the earth's surface. Its main photochemical reactions involve the direct absorption of its photons
by nitrogenous bases forming damage in the DNA known as photoproducts. In order to find new
substances that prevent and/or repair the damage caused by UV radiation, interest has grown in
the study of compounds of natural origin. In this context, essential oils (EO) are complex
mixtures of natural compounds that have diverse biological activities, making them a promising
source of compounds useful for skin photoprotection. In the present work, the antigenotoxic
potential of 10 essential oils obtained from plants of the families Asteraceae and 5 of the family
Verbenaceae were evaluated, against the genotoxic effect of the UVB. To evaluate the
genotoxicity and anti-geotoxicity of the EO, the bacterial SOS Chromotest was used; a
colorimetric assay that has shown a high sensitivity for the detection of the genotoxic effect
produced by the UV. Of all the EO studied, only two obtained from species of the family
Asteraceae (Ageratina popayanensis BIO-ATSaV40E and Coleostephus sp. BIO-ATSaV62E)
showed a genotoxic effect. Likewise, Wedelia stuebelii BIO-ATSaV66E, Tagetes caracasana
BIO-ATSaV50E and Lippia origanoides BIO-VEVcV34E and BIO-VEarVO1E oils exhibited
antigenotoxic activity against UVB depending on their concentration. The results are discussed
considering the promising plant species of potentially photoprotective compounds.

*Thesis Project.
**Faculty of Sciences, Program of Biology. Universidad Industrial de Santander. Director:
Jorge L. Fuentes Lorenzo. Microbiologist Ph.D.
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Introduccion

En la actualidad se acepta que el cancer de piel es producto de un proceso complejo que
involucra dafios en el ADN asociado con la sobreexposicion cutanea a la radiacion ultravioleta
(UV) y con los defectos en su reparacion; aungque muchos factores genéticos, geogréaficos,
sociales, econdmicos y culturales también influyen en la determinacion de esta enfermedad
(Sanchez et al., 2011).

Los efectos de la UV se asocian con dafios directos e indirectos. Los directos se producen a
través de la absorcién de fotones por el ADN en los rangos espectrales de radiacion ultravioleta
B (UVB) (280 -315 nm) vy radiacion ultravioleta A (UVA) (320 - 400 nm) dando lugar a
fotoproductos diméricos entre bases adyacentes como: dimeros de pirimidina de ciclobutano
(CPD), fotoproductos de pirimidina (6-4) pirimidona e isomeros de valencia de Dewar. Los
indirectos se producen a traveés de la accion de radicales libres del oxigeno, originando
mayormente bases oxidadas en el ADN. Todos estos tipos de dafios genéticos, pueden conducir a
la induccion de mutaciones (Griffiths et al., 1998; Schuch et al., 2012a; Mouret et al., 2006).

La Fotoproteccion surge como una estrategia preventiva y terapéutica frente a este estado de
inestabilidad genética que conduce al fotoenvejecimiento, inmunosupresion y el cancer de piel.
Esta estrategia involucra medidas como: evitar la exposicion solar utilizando prendas adecuadas
(sombreros, gafas de sol) y usar bloqueadores solares que protegen del efecto mutagénico,
carcinogénico e inmunosupresor de la UV (Gilaberte & Gonzalez, 2010; Afaq, 2011; Schuch et

al., 2012b).
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La busqueda de inhibidores de la mutagénesis (0 antimutagenos) constituye la estrategia base
para descubrir agentes anticarcinogénicos en las fases iniciales de los procesos tumorales (Simic
et al., 1998). Una clasificacion practica de los antimutagenos incluye los desmutégenos y los
bioantimutdgenos (Kada & Shimoi, 1987). Los primeros causan modificacién quimica y
bioguimica del mutageno antes que este dafie el ADN, mientras que los segundos interfieren con
los procesos celulares de fijacion de la mutacién; por ejemplo sustancias que actian en el
proceso de reparacion y replicacion del ADN en las células afectadas (Kuroda & Inoue, 1988).

Los compuestos fitoquimicos surgen en la actualidad como una clase de agentes
fotoprotectores menos téxicos que los compuestos sintéticos (Afaq, 2011). Las plantas tienen
vias metabolicas que producen naturalmente compuestos para protegerlas contra la
sobreexposicion solar (Zhang & Bjorn, 2009); por lo tanto, ellas pueden ser fuentes de
compuestos antimutagenos que previenen mutaciones celulares involucradas en el cancer de piel
en humanos céancer y fotoenvejecimiento de piel mediante la regulacion de la mutabilidad
inducida por UV (Nichols & Katiyar, 2009; Afag, 2011; Afaq & Katiyar, 2011; Quintero et al,
2017). Dentro de los extractos vegetales que presentan grandes utilidades en este campo se
encuentran los aceites esenciales (AE), productos naturales derivados de plantas aromaticas que
tienen una amplia gama de usos en medicina (Chanchal & Swarnlata, 2008). Entre sus bio-
actividades, los AE presentan propiedades antigenotoxicas (Bakkali et al., 2006). Varios AE
obtenidos de plantas colombianas y sus componentes mayoritarios exhiben propiedades
antimutagénicas frente a una amplia diversidad de mutagenos (Vicufa et al., 2010; Lopez et al.,
2011; Quintero et al, 2012; Quintero et al, 2017).

Para la identificacion y estudio de tales sustancias, se requiere de ensayos sensibles y de alta

procesatividad. EI SOS Chromotest (Quillardet et al., 1982), es un test colorimétrico que usa la
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cepa Escherichia coli PQ37, la cual es capaz de estimar el dafio primario al ADN producido por
agentes genotdxicos midiendo la expresion de un gen reportero (B-galactosidasa) que produce
color en presencia de un sustrato. En la presente tesis se evalud el efecto antigenotdxico frente a
la UVB de quince (15) AE obtenidos de plantas colombianas provenientes de las familias
Asteraceae y Verbenaceae mediante el ensayo SOS Chromotest. Este proyecto hace parte del
Programa financiado por COLCIENCIAS: RC-0572-2012. Bioprospeccion y desarrollo de
ingredientes naturales para las industrias cosmética, farmacéutica y de productos de aseo con
base en la biodiversidad colombiana; en el marco del cual el Grupo de Investigacion en

Microbiologia y Genética desarrolla los estudios de fotoproteccion.
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1. Objetivos

1.1 Objetivo General

Evaluar el potencial antigentoxico de 15 aceites esenciales pertenecientes a las familias

Asteraceae y Verbenaceae frente al dafio inducido por la UVB usando el SOS chromotest.

1.2 Objetivos Especificos

e Evaluar la genotoxicidad de los 15 aceites esenciales en el ensayo SOS Chromotest
e Estimar el potencial antigenotoxico de los diferentes aceites frente al dafio inducido al

ADN por UVB mediante el ensayo SOS Chromotest

2. Marco Tebrico

La UV que compone la luz solar es esencial para la vida de la vasta mayoria de los seres vivos
en la tierra. En humanos, este agente estimula la produccion de vitamina D en la piel; sin
embargo, la sobre exposicion a este agente conduce al fotoenvejecimiento y al cancer de piel
(Biniek et al., 2012). La UV es considerada uno de los agentes fisicos mas mutagénico de
nuestro planeta (Gonzalez et al., 2009). En términos epidemioldgicos, la radiacion solar
constituye el mayor factor de riesgo para padecer cancer de piel (Gandini et al., 2005; Purdue et
al., 2008; Linos et al., 2009), pero una sobreexposicion a este agente también produce respuestas

inflamatorias e inmunosupresion (Vink & Roza, 2001).
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El cancer de piel, es el tipo m&s comin de cancer en poblaciones humanas alrededor del
mundo. El cual se divide en dos tipos principales: melanoma y no melanoma (NMSC, por sus
siglas en ingles); estos altimos, incluyen carcinomas de células basales y escamosas (BCC y
SCC, respectivamente). EI melanoma muestra los mayores indices de mortalidad. Por su parte,
los NMSC se muestran mas benigno con caracteristicas localmente agresivas; pero, ellos son el
tipo mas comdn de cancer en los seres humanos (Narayanan et al, 2010).

En el mundo se presentan en promedio 160.000 casos nuevos de melanoma por afio, que
representan el 90% de muertes por cancer de piel. Segin una estimacion de la Sociedad
Americana del Céncer, la incidencia de cancer de piel recientemente diagnosticado en los
Estados Unidos por si sola se estima en mas de 1 millon por afio (Afag, 2011). Por otra parte, la
incidencia de cancer de piel en Colombia paso de 23 casos/100.000 habitantes en 2003 a 41
cas0s/100.000 en 2007. Se espera, que para el 2020 se presenten unos 102 casos nuevos de
cancer de piel cada 100.000 habitantes (Sanchez et al., 2011). Se ha podido establecer que la
irradiancia solar més alta se presenta en el tropico en horas del mediodia. Actualmente se cree
que por cada 1.000 m de altitud sobre el nivel del mar (snm) se produce un aumento de un 5-7%
de la irradiancia solar que alcanza la superficie de la Tierra. Debido a esto Colombia, siendo un
pais ecuatorial y con un alto porcentaje de habitantes en alturas superiores a los 2.400 m sobre el
nivel del mar, posee condiciones propicias para que sigan produciéndose incrementos en la
incidencia de cancer de piel. Esto sumado a un aumento de la irradiancia solar debido a un
deterioro de la capa de ozono de la atmosfera, podria agravar aun mas este escenario (Schuch &
Menck, 2010). Por ello, el estudio de agentes naturales alcanza cada dia mayor importancia
como un complemento de las estrategias de prevencion para mitigar el impacto genotdxico de la

sobreexposicion a la radiacion solar (Afag, 2011).
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2.1  Radiacion UV y sus Efectos

La luz solar se compone de un espectro continuo de radiacion electromagnética que se divide
en tres regiones principales de longitudes de onda: UV, visible e infrarrojo. A su vez la UV se
divide en tres tipos (llustracion No.1): La UVC (100-280 nm) es totalmente filtrada por la capa
de ozono en la estratosfera (aunque la exposicion accidental podria producirse por lamparas
germicidas), la radiacion UVB (280-320 nm) que alcanza la superficie terrestre solo en un 5% y
la UVA (320-400 nm) que alcanza la superficie terrestre en un 95% (Matsumura &
Ananthaswamy, 2004).

Wavelength

100 150 200 250 300 350 400 (nm)
1 l 1 1 | l 1

Ultraviolet radiation Visible
uvce luvel uvA | light

X-rays

|
Ozone absorption oy

I Transmitted by normal glass

) I I 1
Produces "Gemicidal Erythemal
oZone

llustracion 1.  Espectro de la radiacién UV y sus efectos bioldgicos y fisico-quimicos. Fuente: Tomado de
(Matsumura & Ananthaswamy, 2004).

El rango UV es el espectro mas significativo de la luz solar, causante de fotoenvejecimiento y
cancer de piel. La UV que alcanza la superficie terrestre (UVA y UVB), estan compuestas de
longitud de onda larga y baja energia y longitud de onda corta y alta energia; respectivamente.
Los fotones de UVB son mucho mas energéticos que los de UVA y estos producen quemaduras
solares, bronceado y son iniciadores de la carcinogénesis. Adicionalmente, en los ultimos afios se
reconoce un papel potencial de los fotones UVA en la fotocarcinogénesis (Matsumura &

Ananthaswamy, 2004). Por otra parte, se asume que el deterioro de la capa de ozono da como
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resultado un aumento de la irradiacion solar que alcanza la superficie terrestre y asimismo los
efectos de irradiacion UV afectan a la piel que es la principal barrera protectora contra agentes
externos. (Narayanan et al., 2010; Griffiths et al., 1998; Besaratinia et al., 2011)

La UV causa dos tipos de dafios sobre las células: dafios directos e indirectos. Los primeros
son provocados por la absorcion de la energia del espectro de UV incidente por moléculas como
proteinas, ADN y ARN, resultando en su degradacion y/o transformacion y por consiguiente en
la pérdida o deterioro de su funcion bioldgica. Los segundos se producen cuando la UV es
absorbida por compuestos intermedios, que en consecuencia producen especies reactivas de
oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) (Libkind et al., 2004). El maximo de absorcion de luz
por las moléculas de ADN es de 260 nm, por lo que UVC es la longitud de onda maés efectiva
para la induccion de fotoproductos de ADN; sin embargo, estas longitudes de onda no alcanzan
la superficie de la Tierra (Schuch & Menck, 2010). La UVB causa reacciones fotoquimicas
dentro del ADN que implican principalmente la absorcién directa de los fotones por las bases,
generando la formacién de fotoproductos como: dimeros de pirimidina ciclobutano (CPD), 6-4
pirimidina pirimidona (6-4 PP) e isomeros de valencia de Dewar, entre otros. Por otro lado, se
pensaba que en el dafio mediado por UVA predominaban las reacciones de fotosensibilizacion.
Hoy se conoce, que después de la absorcion de fotones UVA por cromdforos distintos al ADN,
se producen sensibilizadores excitados que generan ROS; los cuales pueden dafiar la molécula de
ADN (Ravanat et al., 2001; Schuch & Menck, 2010). Sin embargo, estudios han demostrado que
los CPDs son inducidos por UVA (340-400nm) en cantidades mayores que las lesiones

generadas por oxidacion (Tewari et al., 2012).
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2.2  Uso de Plantas y Aceites en Fotoproteccion

La fotoproteccion se refiere a las medidas preventivas y terapéuticas adoptadas para proteger
la piel contra el cancer y fotoenvejecimiento (Gilaberte & Gonzalez, 2010); mientras que la
quimioprevencion se refiere al uso de agentes que pueden inhibir, revertir o retardar el proceso
de estos eventos dafiinos en la piel expuesta al UV (Nichols & Katiyar, 2009).

Los extractos botanicos son de naturaleza multifuncional porque poseen diversas propiedades
como la fotoproteccion, antienvejecimiento, antioxidante, anti-irritante y actividad
antimicrobiana, algunas de ellas correlacionadas entre si (Chanchal & Swarnlata, 2008). Algunos
polifenoles (familia de compuestos ampliamente distribuidos en alimentos vegetales), son bien
conocidos por tener efectos fotoprotectores. Entre estos se encuentran: las catequinas del té
verde, el resveratrol y la delfinidina presente en las uvas, las proantocianidinas presentes en
arandanos y la granada; asi como, la genisteina presente en las semillas de soja; entre otras. Estas
moléculas interfieren diferentes blancos celulares modulando: i) la inflamacion, ii) la
inmunosupresion, iii) el dafio del ADN y su reparacion y iv) las vias de sefializacion celular
relacionadas con la foto-carcinogénesis (Afag & Katiyar, 2011). Estudios realizados en modelos
animales con estos polifenoles tienen la capacidad de proteger la piel de los efectos adversos de
la radiacion UV, incluido el riesgo de padecer cancer de piel (Nichols & Katiyar, 2009).

Los AE son mezclas naturales muy complejas que pueden contener aproximadamente 20-60
componentes en concentraciones completamente diferentes (Idaomar et al., 2002). Entre sus bio-
actividades, los AE presentan propiedades antigenotoxicas frente a una amplia gama de agentes
mutagénicos, incluida la UV (ANEXO 1). Varias lociones o bloqueadores solares se basan en

aceites naturales obtenidos de plantas como: almendra, aguacate, coco, semilla de algodon, oliva,



ESTUDIO DEL EFECTO GENOTOXICO Y POTENCIAL... 18

mani, ajonjoli sésamo y soja, entre otras (Kaur & Saraf, 2010). Por ejemplo, el aceite de sésamo
absorben hasta el 30% de la UV; mientras que el coco, el mani, la aceituna y los aceites de
semillas de algodon, bloguean aproximadamente el 20% (Kora¢ & Khambholja, 2011).
Generalmente, sus compuestos mayoritarios presentes a alta concentraciones, son responsables
de sus propiedades bioldgicas; aunque se pueden presentar efectos sinérgicos entre los

componentes del AE (Kora¢ & Khambholja, 2011; Quintero et al., 2017).

2.3  Ensayo Sos Chromotest

Las bacterias son ampliamente usadas como organismos indicadores en sistemas de prueba
para toxinas genéticas; ya que estas ofrecen ventajas practicas y pueden proporcionar ideas sobre
los mecanismos basicos de genotoxicidad (Quillardet et al., 1982). La respuesta SOS bacteriana,
estudiada extensivamente en E. coli, es una respuesta global al dafio del ADN que bloquea su
replicacion; en la cual se inducen diferentes rutas de reparacion del dafio en el ADN, genes para
la mutagénesis y para el control del ciclo celular, entre otros (McKenzie et al. 2000; Andersson
& Hughes, 2014) Esta respuesta celular es fuertemente inducida por agentes fisicos como la UV

(Janion, 2008). La regulacion de la respuesta SOS en E. coli es resumida en la ilustracion No. 2.

UV exposure or

oxidative radicals
LexA-regulated gene RecA - »
ex
r LexA D\ﬂMﬁ/ A T
P -
@ T @sua
RecA o
7 @ QBLexA @
=D
K*’ r/

llustracion 2. Regulacion de la respuesta SOS en E. coli.



ESTUDIO DEL EFECTO GENOTOXICO Y POTENCIAL... 19

Nota: La exposicion a UV o a los radicales oxidativos puede causar dafios al ADN, llevando a la induccién del
sistema de respuesta al dafio del ADN (la respuesta SOS). Tras el dafio se producen regiones de ADN de cadena
simples (ssDNA) a las cuales se une la proteina RecA proxima a la horquilla de replicacion formando un
nucleofilamento que promueve la autoprotedlisis del represor transcripcional SOS LexA y permite la transcripcion
de mas de 30 genes vinculados a la respuesta SOS, lo que facilita reparacién del ADN dafiado. Fuente: tomado y
modificado de (Justice et al., 2008).

El SOS Chomotest es un ensayo colorimétrico desarrollado en el Instituto Pasteur (Francia)
para la deteccion de agentes carcindgenos. El ensayo se basa en la induccion de la respuesta SOS
en E. coli cepa PQ-37; la cual es monitoreada mediante la expresion de la fusion genética
(sulA::LacZ). En dicha construccion genética, el gen estructural de la R-galactosidasa (gen lacZ)
del operon lactosa queda bajo el control del gen sulA (sfiA), cuyo producto génico esta implicado
en la inhibicién de la formacion del septo celular de la division celular durante la respuesta SOS
(Quillardet et al., 1982; Quillardet & Hofnung, 1985). La expresion de la R-galactosidasa es
medida mediante un ensayo colorimétrico que usa un sustrato del enzima y su actividad
constituye un indicador indirecto del dafio inducido al ADN.

Adicionalmente, la cepa PQ-37 presenta una mutacién (rfa) que afecta los lipopolisacaridos
de la membrana celular (Koplow & Goldfine, 1974), permitiendo mejor difusion de las
sustancias quimicas evaluadas al interior celular (Quillardet & Hofnung, 1985). La cepa ademas
presenta una mutacion en el gen uvrA (Sancar et al., 1981) que produce una deficiente reparacion
por escision de nucledtidos (NER, por sus siglas en inglés) (Sancar & Rupp, 1983). La NER es
un mecanismo de reparacién que elimina una amplia gama de lesiones que distorsionan el ADN,
incluidos los CPDs y los 6-4PP mediante 4 pasos: 1) Reconocimiento del dafio, Il) incisién dual
en la cadena dafiada para remover el segmento de hebra sencilla, I11) llenado del hueco por la
ADN polimerasa y 1V) ligacion del nuevo fragmento (Sinha & Héder, 2002). Al ser deficiente

hace mas sensible a la célula a una amplia variedad de dafios genéticos que son reparados por
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este mecanismo, como es el caso del dafio producido por UV. Por Gltimo, la cepa contiene una
mutacién que la hace constitutiva para la actividad fosfatasa alcalina (Torriani & Rothman,
1961); la cual permite corregir los efectos producidos por la inhibicion de la sintesis de proteina
durante el ensayo. Las ventajas de este ensayo como son: uso de una sola cepa, obtencion de los
resultados en unas pocas horas y posibilidad de automatizacion; lo hacen util en la blsqueda de

agentes protectores del dafio genético producido por la UV (Quillardet & Hofnung, 1985).

3. Materiales y Métodos

3.1  Material Bioldgico

Diez (10) AE obtenidos de especies de la familia Asteraceae y cinco (5) de especies de
Verbenaceae (Tabla No 1); los cuales fueron obtenidos mediante hidrodestilacion asistida por
radiacién de microondas (Stashenko et. al., 2013), fueron suministrados por el Centro Nacional
de Investigacion para la Agroindustrializacion de Especies Vegetales Aromaticas y Medicinales
Tropicales (CENIVAM) vy almacenados segun las indicaciones en el Laboratorio de

Microbiologia y Mutagénesis Ambiental (LMMA).

Tabla 1.
Aceites esenciales utilizados en este estudio.
Aceite Familia Especie Localidad
BIO-ATSaV66E Wedelia stuebelii
BIO-ATSaV50E Tagetes caracasana
BIO-ATSaV60E Asteraceae Elaphandra quinguenervis
BIO-ATSaV62E Coleostephus sp
BIO-ATVcV31E Wedelia calycina Dagua, Valle del Cauca
BIO-ATSaV40E Ageratina popayanensis Zapatoca, Santander
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Aceite Familia Especie Localidad
BIO-ATSaV56E Austroeupatorium inulifolium
BIO-ATSaV58E Senecio sp
BIO-ATSaV52E Baccharis trinervis
BIO-ATVcVI19E Bachharis decusata La Cumbre, Valle del C.
BIO-VEVcVO7E Lantana colombiana La Cumbre, Valle del C.
BIO-VESaV42E Lantana canescens
BIO-VEarVO1E |Verbenaceae |Lippia origanoides Tame, Arauca
BIO-VEVcV34E Lippia origanoides Giron, Santander
BIO-VEVcV11E Chromolaena odorata Yumbo, Valle del Cauca

3.2  Cepa Bacteriana y Condiciones De Cultivo

Para los analisis de genotoxicidad y antigenotoxicidad se utilizo el ensayo SOS Chromotest
(Quillardet et al., 1982) siguiendo el procedimiento descrito por Fuentes et al. (2006). El analisis
inicid con un cultivo de la cepa E. coli PQ37 (F- thr leu his-4 pyrD thi galE galK or galT lac
AU169 sr1300::Tn10 rpoB rpsL rfa trp::Muc+ sfiA::Mud(Ap, lac) cts.) en medio liquido Luria-
Bertani (LB) suplementado con ampicilina (100 pg/mL) y tetraciclina (34 pg/mL) y se incubo a
37°C con agitacion (170 rpm) durante toda la noche. Al otro dia, se inocul6 2 mL del cultivo en
20 mL de medio LB fresco suplementado con los antibioticos y se dejo crecer durante 1 % horas
aproximadamente bajo las condiciones experimentales descritas anteriormente hasta alcanzar un

cultivo bacteriano en fase exponencial (DOsoonm de 0.4).

3.3  Ensayo de Genotoxicidad

En tubos Eppendorf se realizaron diluciones seriadas de los AE en agua destilada, estos se
disolvieron mediante ultrasonido durante 1 minuto usando un bafio ultrasénico del tipo E30H

Elmasonic (Elma-Hans Schmidbauer GmbH & Co., Singen, Germany) y, finalmente, se
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dispensaron en tubos Eppendorf a razon de 150uL por tubo. Las diluciones se mezclaron
volumen/volumen (v/v) con el cultivo en fase exponencial; siendo un 3.33 % del AE la
concentracion mas alta evaluada en cada experimento. Para cada experimento fueron siempre
incluidos un control negativo (agua destilada) y un control positivo (2.34 uM del mugateno 4
nitroguinolina 1- 6xido, (4-NQO)). Las células fueron expuestas durante 30 minutos a 5°C para
facilitar la incorporacion del AE en la célula, luego se incubaron con agitacion (300 rpm) durante
2 horas a 37 °C para induccion del gen reportero, R-galactosidasa; y finalmente, se desarrolld el
ensayo enzimatico para la cuantificacion la actividad R-galactosidasa y la fosfatasa alcalina (ver
acapite 3.5). Se desarrollaron al menos tres experimentos independientes con cuatro replicas cada

uno.

3.4  Ensayo de Antigenotoxicidad

Los aceites que resultaron no genotdxicos fueron evaluados para conocer su potencial
antigenotéxico frente a la UVB. El procedimiento usado, fue similar al protocolo de
genotoxicidad. Las diluciones de los AE mezcladas volumen/volumen (v/v) con el cultivo en
fase exponencial, fueron irradiadas a una dosis de UVB (0.001 J/cm?) segln lo indicado por
Medina et al. (2016). Las células irradiadas se incubaron con agitacion (300 rpm) durante 2
horas a 37 °C para induccion del gen reportero, B-galactosidasa; y finalmente, se desarrollé el
ensayo enzimatico para la cuantificacion de la actividad 3-galactosidasa y la fosfatasa alcalina
(ver acépite 3.5). Se desarrollaron al menos tres experimentos independientes con cuatro replicas

cada uno.
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3.5  Ensayo Enzimatico y Calculos

El ensayo enzimatico para la 3-galactosidasa (BG) y fosfatasa alcalina (FA) se efectué en

placas de . de manera simultdnea, como se describe a continuacién (Tabla 2).

Tabla 2.
Descripcion para el procedimiento del ensayo enzimatico.

B-galactosidasa Fosfatasa alcalina
A. Lisis celular
135 puL de Buffer Z y 15 uL de células [ 135 puL de Bufer T y 15 puL de células para cada
para cada tratamiento. tratamiento.
Inoculacién durante 20min a temperatura ambiente.
B. Actividad enzimatica
30 puL de sustrato orto-nitrofenil-p-D-
galactopirandsido (ONPG) 4mg/ml alos |30 pL de sustrato p-nitrofenilfosfato (PNPP) 4
tratamientos. Blanco 30 pL de agua|mg/ml a los tratamientos. Blanco 30 puL agua estéril.
esteril.
Inoculacion durante 40min a temperatura ambiente para desarrollo del color.
C. Finalizacion de la actividad enzimatica
50 uL de HC1 2,5 M y posterior a 5 minutos 50 puL
de la solucién TRIS 2 M.

D. Lectura espectrofotométrica de los datos a D.O. 420nm

100 pL de la solucién de Na2CO3 1M.

El criterio de genotdxicidad utilizado fue el factor de induccion SOS (1), el cual representa la
induccidn del gen sfiA en cada tratamiento y controles y se considera una medida indirecta del
dafio primario causado sobre el ADN celular. Se calcul6 segun lo indicado por (Quintero et. al.,

2012):

Rt
[I= —
Ent
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Unidades B&

Donde R es la relacion entre las unidades de la BG y FA (R = dodos Fa

) en las células

tratadas (t) y no tratadas (nt, control negativo) del ensayo. El extracto fue considerado como no
genotdxico si el I < 1.5, inconcluso si 1.5 < I < 2.0 y genotdxico si | > 2.0 y existe una clara
relacion dosis respuesta.

La antigenotoxicidad se midi6 como la reduccion significativa del | en los tratamientos
combinados (extracto + UV) y fue expresado como un porcentaje de inhibicion de la

genotoxicidad (%IG) y si existe una clara relacion dosis-efecto:

Ico — Ibasal

ol = 1 100

 Imut — Ibasal

Donde I es el factor de induccion SOS en células del co-tratamiento (extracto + UVB), Ipasal
es el factor de induccién SOS basal (control negativo) e Imu €s el factor de induccion SOS de las
células tratadas solo con UVB (control positivo). Asi el %IG representa la capacidad de la

sustancia ensayada para proteger el material genético del efecto genotédxico de la UVB.

3.6 Andlisis Estadistico

Se calcularon los valores promedios de PG, FA, | y %IG, y sus correspondientes errores
estandar (EE). Se realizd el test de Kolmogorov-Smirnov para comprobar la normalidad de los
datos y una prueba de Levene para comprobar la homogeneidad de varianza. Las diferencias
entre los tratamientos fueron sustentadas mediante una prueba de Dunnet. Para todos los analisis
estadisticos, se considerd una p < 0,05. Todos los analisis se llevaron a cabo con el programa R

(R Core Team, 2013).
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4. Resultados

4.1 Efecto Genotoxico de los AE

Los resultados correspondientes a los ensayos de genotoxicidad de los AE de especies
vegetales de las familias Asteraceae y Verbenaceae usando SOS Chromotest, se presentan en las
Tablas No 3A y 3B. Como puede observarse, dos aceites pertenecientes a la familia Asteraceae,
uno del género Coleostephus (BIO-ATSaV62E) y el otro de la especie Ageratina popayanensis
(BIO-ATSaV40E) resultaron genotdxicos. La muestra BIO-ATSaV62E exhibid un valor de | =
4.0 a la concentracion 3.33 %. Por su parte, la muestra BIO-ATSaW40E mostré valores de 3.5y
6.4 a las concentraciones 0.42 % y 0.21 %, respectivamente; siendo notorio el efecto genotoxico
de estos AE en el modelo bioldgico usado. La genotoxicidad podria estar asociada con un efecto
toxico de los compuestos que componen estos aceites; como se ha indicado previamente para
otros AE obtenidos de plantas colombianas (Cristancho, 2014). Los AE restantes exhibieron
valores promedio de | < 2, indicando que estos no presentan un efecto genotoxico en el modelo
biol6gico usado. Por el contrario, el AE correspondiente a la muestra Lippia origanoides (BIO-
VEarVO01E) mostré una reduccion significativa de la expresion basal BG respecto al control
negativo, sugiriendo un potencial efecto inhibidor de la repuesta SOS en E. coli a las

concentraciones evaluadas.

Eglliiii.de genotoxicidad de los 15 aceites esenciales a través del ensayo SOS Chromotest.
A. Aceites esenciales de la familia Asteraceae
T aa e BIO-AT BIO-AT BIO-AT BIO-AT BIO-AT
SaV66E SaV50E SaV60E SaV62E VcV31E
C- H20 1.0+0.1 1.0+£0.1 1.0+£0.1 1.0+0.1 1.0+0.2
C+ 4-NQO 42+0.7 3.0+£05 3.1+x11 49122 6.1x2.7
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3.33 %viv 1.0+0.2 0.8+0.3 1.3+04 | 40+0.9 *** 1.0+0.3
1.67 %viv| 1.2+04** 0.8+0.1 1.0+02 | 1.7+x0.7*** | 14+0.7**
0.83 %viv 09+0.3 1.2+05 0.8+0.3 | 1.8 +0.6 *** 09+0.3
0.42 %viv| 08%0.2. 1.0+0.2 0.8+0.3 1.4+ 03 0.8+0.2
0.21 %viv 09+0.2 0.8+0.3 09+0.5 1.0+04 0.8+0.1
0.10 %viv | 0.7+0.2 *** 1.1+0.5 0.7+0.1 0.8+0.4 0.8+0.1
0.052  %vlv 1.0+0.1 09+0.3 0.9+0.3 0.6+0.3 0.8+0.1
0.026  %v/v | 0.7 £0.1 *** 1.0+ 05 09+04 0.6+0.2 0.8+0.2
0013 %v/iv| 08+0.2. 1.0+04 09+04 0.7+0.1 0.8+0.2
Tratamientos BIO-AT BIO-AT BIO-AT BIO-AT BIO-AT

SaV40E SaV56E SaV58E SaV52E SaV19E
C- H20 10+11 1.0+0.1 1.0+0.8 1.0+0.8 1.0+0.1
C+ 4-NQO 3.7+45 5.8+2.6 6.6+3.4 5.2+35 7.3+0.4
3.33 %viv 0.7+19 1.6 £0.5 *** 13+06 | 1.8+£08** | 1.6+0.7***
1.67 %viv 0.0+0.0 1.0+0.2 09+04 15+1.2 1.5+ 0.5 ***
0.83 %viv 04+15 1.0+04 0.8+0.3 1.1+0.6 1.0+0.1
0.42 %viv 3.5%+5.2 1.1+04 1.0+04 0.8+0.4 1.1+0.1
0.21 %viv| 6.4+£6.9*** | 09+£0.3 1.0+04 0.6+0.3 1.0+0.1
0.10 %viv 16+22 1.0+0.5 1.1+0.7 0.6+0.3 1.0+0.1
0.052  %vlv 0.6+0.6 1.0+ 0.3 1.0+04 09+0.3 1.0+0.1
0.026  %vlv 0.6 +0.4 1.0+04 1.0+0.6 0.7+04 1.0+0.1
0.013  %vlv 0.6+0.5 1.0+0.3 0.8+0.3 0.6+0.3 1.0+0.2

Nota: Se presentan los valores promedio del factor de induccién (1) y su correspondiente error estandar.* Se
encontro diferencia significativa (p<0.05) con respecto al C-.

B.
Aceites esenciales de la familia Verbenaceae

Tratamiento BIO-VE BIO-VE BIO-VE BIO-VE BIO-VE

VcVO7E SV42E VcV34E arVO1E VcV11E
C- H20 1+£0.1 1.0+£0.0 1.0+£0.1 1.0+£0.1 1.0+0.1
C+ 4-NQO 7.1+1.3 6.9+0.7 6.1+1.3 71212 7.2+1.2
3.33  %vlv 15£03***| 1.7+£0.2 *** 08+0.1| 0.6%0.1*** 1.5+0.3
1.67 %vlv 1.0+0.3 0.9+0.3 1.0+0.3| 0.6+0.1*** 1.2+05
0.83 %vlv 1.1+0.3 09+0.2 09+0.1| 06+0.1*** 1.0+0.1
0.42 %vlv 1.1+0.2 1.1+0.1 1.1+£0.2| 0.6+0.1*** 1.1+0.1
0.21 %vl/v 1.0+0.1 1.0+.01 1.0+0.1| 0.7+0.1*** 1.0+0.1
0.10 %v/v 1.1+£0.2 1.0+0.1 1.0£0.2| 0.7+0.1*** 1.1+0.2
0.052 %vl/v 1.1+0.2 1.0+0.1 1.0+0.2 0.8 +£0.2 *** 1.1+0.1
0.026 %v/v 09+0.3 08+0.2*| 1.0+£0.1 09+01* 1.1+0.2
0.013 %v/v 1.0+£0.2 1.1+0.1 09+0.2 09+02* 1.1+0.1
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4.2 Efecto Antigenotoxico de los AE

Posteriormente a los estudios de genotoxicidad, se procedié a evaluar el potencial
antigenotoxico de los AE frente a la UVB. En la llustracion 3 se presentan los resultados de
antigenotoxicidad (%IG) de los AE pertenecientes a la familia Asteraceae. Para esta familia, dos
aceites, Wedelia stuebelii (BIO-ATSaV66E) y Tagetes caracasana (BIO-ATSaV50E), mostraron
los mejores resultados con valores de %IG significativos (p < 0.05, en el test de Dunnet) a partir
de la concentracion de 0.42 %.

En la llustracion 4, se muestran los resultados de antigenotoxicidad frente a UVB de los AE
de la familia Verbenaceae. Como puede observarse, para esta familia la Lippia origanoides
(BIO-VEVCcV34E) exhibe los resultados més relevantes con valores de %IG significativos a
partir de la concentracion 0.052 %; mientras que, la Lippia origanoides (BIO-VEarV01E) mostro

valores significativos a partir de la concentracion 1.67 %.

CO-TRATAMIENTOS ASTERACEAE + UVB

% de Inhibicién de la Genotoxicidad

00 00 005 010 021 04 083 167 i3
Concentracion [% viv]

@ Ageratina_popayanensis ¢ Baccharis_trnenis @ Colzostephus_sp + Senecio_sp W Wedelia_calycina

W Austroeupatorium_inulifolium A Bachharis_decussata @ Elaphandra_quinquenenis A Tagetes_caracasana [ Wedelia_stuebelii

llustracion 3. Porcentaje de inhibicion de la genotoxicidad (%I1G) frente a la UVB de los aceites esenciales de la
familia Asteraceae en el rango de concentracion evaluado.

Nota: Los valores de %IG sobre la linea punteada fueron significativamente diferentes (p<0.05 en el test de Dunnet)
respecto al control positivo irradiado (%IG = 0)
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CO-TRATAMIENTOS VERBENACEAE + UVB

% de Inhibicién de la Genotoxicidad

0.0t 003 008 010 021 002 08 167 133
Concentracion [% viv]

W Chromolaena_odorata @ Lantana_canescens B Lantana_colombiana & Lipppia_origancides A Lipppia_origanoides.

llustracion 4. Porcentaje de inhibicién de la genotoxicidad (%IG) frente a la UVB de los aceites esenciales de la
familia Asteraceae en el rango de concentracién evaluado

Nota: Los valores de %IG sobre la linea punteada fueron significativamente diferente (p<0.05 en el test de Dunnet)
respecto al control positivo irradiado (%IG = 0).

5. Discusion

La presente tesis estuvo enfocada en la identificacion de plantas colombianas promisorias con
propiedades antigenotoxicas frente al dafio genético causado por la UVB de los aceites
esenciales de las familias Asteraceae y Verbenaceae. Al menos dos especies de plantas (Wedelia
stuebelii y Tagetes caracasana) de la familia Asteraceae y dos especimenes de la especie Lippia
origanoides perteneciente a la familia Verbenaceae, resultaron con propiedades antigenotoxica
frente a la UVB. Adicionalmente, dos especies de la familia Asteraceae (Ageratina popayanensis
y Coleostephus sp. mostraron un efecto genotoxico con el SOS Chromotest.

Los AE de las especies vegetales Coleostephus sp. y Ageratina popayanensis exhibieron un

efecto genotdxico en el SOS Chromotest a partir de las concentraciones 3.33 % y 0.21 %,
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respectivamente. Existe la creencia, de que los extractos vegetales por su origen son inocuos.
Estos hallazgos, unidos a los previamente obtenidos en el marco del macroproyecto para especies
de la familia Myrtaceae (Cristancho 2014), claramente evidencian la necesidad de la evaluacion
genotdxicas de extractos vegetales.

Los AE en la naturaleza juegan un papel importante en la proteccion de las plantas como
antibacteriales, antivirales, antifungicos, insecticidas y también como defensa contra herbivoros
(Bakkali et al., 2008). La familia Asteraceae es una de las familias de plantas con flores que
contiene alrededor de 1600 géneros con méas de 23000 especies, las cuales se encuentran
ampliamente distribuidas en Colombia, Venezuela, Ecuador, Guatemala, México, Panama y Perd
(Kenny et al., 2014; Torres-Barajas et al., 2013). Las especies de esta familia han sido usadas
por afios en la medicina tradicional para el tratamiento de micosis superficial, infecciones de la
piel y heridas, asi como por su actividad analgésica; ademas de previas investigaciones de
diferentes especies que han revelado actividad antiviral, antibacterial y larvicida. (Torres-Barajas
etal., 2013). Por ejemplo, para el género Ageratina, dos compuestos extraidos de las partes
aéreas de Ageratina adenophora exhiben una evidente actividad inhibitoria contra la
germinacioén de las esporas del hongo patogénico del arroz M. grisea; mientras que los extractos
de etanol de A. adenophora mostraron una actividad antifungica frente a C. albicans. (Fernando
y Cruz, 2017; Xu etal., 2014). Otros estudios mostraron que el AE de A. adenophora tiene
actividad antibacterial frente a Arthrobacter protophormiae, Escherichia coli, Micrococcus
luteus, Rhodoccocus rhodochrous y Staphylococcus aureus; el mecanismo antibacteriano puede
involucrar la afectacion de la membrana celular, la sintesis de proteinas y acidos nucleicos
(Qing-ping et al., 2015). EIl género Colesotephus también ha mostrado un efecto antimicrobiano

frente a diferentes organismos como, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
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Enterococcus faecalis, Enterobacter cloaceae y Serratia marcescens entre otros, debido tal vez a
que contienen taninos, flavonoides y alcaloides que se sabe que tienen una actividad
antimicrobiana (Sassi et al., 2008). Asi mismo, se demostrd que el aceite esencial de C. myconis
posee un efecto insecticida frente a Tribolium confusum (Haouas et al., 2014).

Los resultados observados en el presente estudio sobre la genotoxicidad de los AE de
Coleostephus sp. y Ageratina popayanensis, deben ser confirmados en ensayos con células de
mamiferos, como se ha indicado en estudios previos que evallan la genotoxicidad de AE
(Idaomar et al., 2002; Taylor et al., 2003). Como se menciond anteriormente, los AE son una
mezcla compleja de 20 a 60 diferentes componentes por lo que realizar la caracterizacion
quimica de los mismos, conocer su composicion y evaluar el efecto de estos componentes por
separado es de vital importancia, para asi determinar cuél o cuales son los responsables de la
actividad genotdxica encontrada en los aceites evaluados.

Los resultados obtenidos en los estudios de antigenotoxicidad de los AE de las especies
Wedelia stuebelii y Tagetes caracasana, mostraron valores de %IG significativos a partir de la
concentracion 0.42% en ambos casos. Los AE mostraron curvas dependientes de la dosis en el
rango de concentraciones de 0.10% a 3.33% sugiriendo que el efecto es consecuencia de uno de
los componentes del AE. La familia Asteraceae como se citd anteriormente, posee un gran
namero de especies que se han usado a lo largo de los afios en la medicina tradicional. Del
género Wedelia, la especie W. calendulaceae mostro actividad anticancerigena en ratones con
carcinoma de ascitis de Ehrlich-Lettre y W. chinensis posee un componente activo conocido
como apigenina el cual exhibe propiedades anticancerigenas, antioxidantes y antiinflamatorias
(Papachristou et al., 2013; Gupta et al., 2010). Del género Tagetes se conoce que T. erecta

contiene luteina, la cual mostré6 un efecto antimutagénico frente a 2-aminofluoreno y
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ciclofosfamida usando el ensayo de Ames (Wang et al., 2006). De acuerdo con nuestro
conocimiento, el presente estudio constituye el primer reporte de actividad antigenotoxica para
las especies Wedelia stuebelii y Tagetes caracasana.

Por otra parte, aqui se evidencid que dos especimenes de la especie L. origanoides exhibieron
los mejores valores de reduccion del efecto genotoxico de la UVB en correspondencia con un
estudio previo de nuestro grupo (Quintero et al., 2017). Una de las muestras (BIO-VEVcV34E),
exhibio los resultados mas relevantes con valores de %IG significativos a partir de la
concentracion 0.052 %; mientras que la otra muestra (BIO-VEarVO1E), mostré valores
significativos a partir de la concentracion 1.67 %. Lippia origanoides es un arbusto aromatico
activo de América central y el norte de América del sur, el cual se usa como condimento y en
medicina tradicional; en Colombia es cominmente conocido como "Orégano de monte™ y habita
en zonas semidaridas de Guajira, Magdalena, Cauca, Cundinamarca, Santander y el norte de los
estados de Santander (Vicuiia et al., 2010; Oliveira et al., 2007).

Diversos estudios han demostrado las propiedades antigenotdxicas de L. origanoides frente a
farmacos como la bleomicina y frente al dafio causado por la UV en el SOS Chromotest (Vicufia
et al., 2010; Quintero et al., 2017). La diferencia en los porcentajes de 1G encontrados en las dos
muestras de L. origanoides pueden ser debido a diferencias en la composicion quimica de ambas
muestras. Los AE pueden variar en calidad, cantidad y composicién segun el clima, la
composicion del suelo, el 6rgano de la planta, la edad y la etapa del ciclo vegetativo, pero
también se presentan diferentes quimiotipos (Bakkali et al., 2008; Vicufa et al., 2010). En base a
los constituyentes principales encontrados en AE de L. origanoides, se han notificado diferentes
quimiotipos en Brasil, Venezuela y Colombia (Oliveira etal., 2007). En Colombia, se han

identificado al menos tres quimiotipos para esta especie; quimiotipo A rico en oy felandreno, p-
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cimeno, y limoneno y quimiotipos B y C ricos en carvacrol y timol respectivamente (Stashenko
etal., 2010).

Los resultados correspondientes a los AE de la especie L. origanoides no son los primeros
reportados para este tipo de estudio. Por ejemplo, Quintero et al. (2017) y Fuentes et al. (2017),
reportaron efectos antigenotoxicos frente a la UV para extractos y AE de esta especie usando el
SOS Chromotest. Estos estudios, relacionaron de forma directa el efecto encontrado con los
compuestos mayoritarios de cada muestra, siendo asi, carvacrol, pinocembrina, citral, p-cimeno,
geraniol y timol compuestos antigenotoxicos potenciales contra UV. Por esta razén, se reitera la
importancia de realizar la caracterizacion quimica de las dos muestras de L. origanoides
evaluadas para de esta forma conocer sus componentes principales y de esta forma poder
relacionar la actividad antigenotdxica observada segun su quimiotipo.

Las principales innovaciones para protectores solares en los ultimos afios se han enfocado en
prevenir o contraatacar los efectos de la radiacion solar en las células de la piel mediante agentes
los cuales favorezcan la reparacion del ADN dafiado (Gilaberte & Gonzalez, 2010). Los
extractos botanicos son considerados de naturaleza multifuncional, debido a que poseen diversas
propiedades como fotoproteccion, anti envejecimiento, hidratante, antioxidante, astringente,
antiirritante y antimicrobiana, que se correlacionan entre si (Chanchal & Swarnlata, 2008). La
UVB causa reacciones fotoquimicas dentro del ADN que implican principalmente la absorcion
directa de los fotones por las bases, generando la formacion de fotoproductos como: dimeros de
pirimidina ciclobutano (CPD), 6-4 pirimidina pirimidona (6-4 PPS), entre otros (Ravanat et al.,
2001). En E. coli la formacion de estos fotoproductos provocan alteraciones en el ADN que son
un obstadculo para la replicacion cromosomica (Brash, 1988). la deteccion de efectos

antigenotoxicos con este ensayo podria vincularse a la inhibicién de la formacion de CDP o 6-
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4PP, la reparacion de fotoproductos de ADN vy restauracion de los eventos de division celular;
sin embargo, como la cepa PQ37 (uvrA) es defectuosa para la reparacion por escision de
nucleétidos y el gen sulA en esta cepa se mantiene hasta 240 minutos después del tratamiento
con UV, los efectos antigenotoxicos observados en la muestras evaluadas pueden estar
relacionados con la inhibicion de la formacion de CPD o 6-4PP debido a su capacidad de
absorcion de fotones provenientes de la UV (Fuentes etal., 2017; Medina et al., 2016). Los
aceites con estas propiedades podrian ser un complemento util en la formulacion de protectores
solares, ya que pueden prevenir mutaciones que conducen al cancer de piel. Por tanto, estos
pueden ser Utiles en el area de quimioprevencién dependiendo del mecanismo de accién de cada

aceite.

6. Conclusiones

1. De los 15 AE evaluados, dos proveniente de las especies Ageratina popayanensis y
Coleostephus sp. mostraron un efecto genotéxico con el SOS Chromotest. Se requerira
estudios adicionales para confirmar este efecto em modelos de mamiferos e identificar
cual es el componente activo responsable de esta actividad.

2. Los resultados del presente trabajo ratifican el potencial quimiopreventivo/fotoprotector
de los AE de la especie Lippia origanoides (Verbenaceae). Adicionalmente, se hace el
primer reporte sobre el efecto antigenotoxico frente a la UVB de las especies Wedelia

stuebelii y Tagetes caracasana; ambas de la familia Asteraceae.
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3. Este presente trabajo reafirma la utilidad del ensayo SOS Chromotest en la evaluacion del
potencial fotoprotector de aceites esenciales de plantas; e impulsa la bioprospeccién de la

flora colombiana con fines farmacéuticos y cosméticos.

7. Recomendaciones

Se recomienda realizar estudios de los AE que resultaron genotdxicos y antigenotoxicos en
otros modelos bioldgicos, donde se usen células de mamifero, para confirmar su toxicidad y
antigenotoxicidad. De igual forma, se recomienda realizar una caracterizacion quimica de los
aceites esenciales para posteriormente analizar de manera independiente los componentes
aislados y de esta forma poder determinar cuél o cuéles son los responsables de las actividades

observadas.
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Apéndice A. Actividad antigenotdxica de AE obtenidos de diferentes especies de plantas.

chloranthus

Especie Ensayo usado Mutageno Referencia
Simic et al. 1998
Ensayo de reversién
Knezevi¢-Vukéevi¢ et
génica en E. coli, S.
Salvia officinalis uvC al. 2005
typhimurium y S.
Vukovi¢-Gaci¢ et al.
cerevisiae
2006
Helichrysum italicum | Ensayo de mutacion y
Ledum groenlandicum | recombinacién somatica U Idaomar et al. 2002
Ravensara aromatica | en D. melanogaster
Myrthus communis SOS Chromotest AFB1, NFA Hayder et al. 2004
Cyperus rotundus SOS Chromotest AFB1, NFA Kilani et al. 2005
Artemisia herba alba
Ensayo de conversion y
Cinnamomum
reversion génica en S. uvC Bakkali et al. 2006
camphora
cerevisiae D7
Origanum compactum
Ensayo de reversion
Beri¢ et al. 2008
génica en E. coli, S. t-BOOH
Ocimun basilicum Stanogevic et al.
typhimurium y S. uvC
2008
cerevisiae
Pituranthus
SOS Chromotest NFA, H0O; Neffati et al. 2009
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Especie Ensayo usado Mutégeno Referencia
Lippia origanoides SOS Chromotest BLM Vicuha et al. 2010
Kora¢ &

Khambholja, 2011

Lippia alba SOS Chromotest BLM Lopez et al., 2011

Lippia spp. SOS Chromotest uvC Quintero et al. 2017

Abreviacion de los mutagenos: AFB1 - aflatoxina B1, BLM - bleomicina, t-BOOH - t-butil-
hidroperoxido, H202 - perdxido de hidrégeno, NFA - nifuroxazida, U — uretano, UVC -

radiacion ultravioleta tipo C.



