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RESUMEN

TITULO: ESTUDIO DEL POTENCIAL ANTIGENOTOXICO DE EXTRACTOS SUPER CRITICOS
DE ESPECIES VEGETALES DE LAS FAMILIAS ASTERACEAE, LABIATAE Y CAPPARACEAE
FRENTE A RADIACION ULTRAVIOLETA TIPOB.*

AUTOR: DAIRO ARLEY FRANCO NINO.**

Palabras clave: Extractos super criticos, aceites esenciales, radiacién ultravioleta, genotoxicidad,
antigenotoxicidad, SOS chromotest.

Descripcién

La radiacion ultravioleta tipo B (UVB) atraviesa la atmésfera y llega la Tierra en un 5%, con efectos
a corto y largo plazo sobre la salud humana. A corto plazo, produce dafios directos en el ADN,
quemaduras, eritema, inflamacién, pigmentacién y formacién de radicales libres. A largo plazo, los
efectos son fotodermatosis, inmunosupresion, envejecimiento prematuro y carcinogénesis.El uso
de blogueadores solares es una medida util para prevenir dichos tumores cancerigenos.
Recientemente se han investigado aceites esenciales, extractos de plantas y compuestos
vegetales, los cuales han resultado ser importantes genoprotectores. En el presente trabajo se
evalué el efecto genotéxico y potencial antigenotéxico de extractos obtenidos a partir de cinco (5)
muestras vegetales pertenecientes a la familia Asteraceae, BIO-AT-sa-S29E, BIO-AT-sa-S31E,
BIO-AT-sa-S33E, BIO-AT-sa-S35E, BIO-AT-sa-S39E, cinco (5) extractos de la familia Labiatae,
BIO-LT-ar-SO5E(F1), BIO-LT-ar-SO05E(F2), BIO-LT-ar-S07E(F1), BIO-LT-ar-SO7E(F2), BIO-LT-ar-
SO08E(F1),y una (1) muestra de la familia CapparaceaeUN-109-F1. La familia Labiatae cuenta con
fracciones las cuales corresponden a F1 y F2 dado su protocolo de extraccidn. 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 dafo causado al ADN. El extracto obtenido de la familia Capparaceae UN-109-F1
exhibio actividad antigenotéxica, postulandose como un compuesto potencialmente fotoprotector.

*Trabajo de grado
** Universidad Industrial de Santander, Facultad De Ciencias Bésicas, Escuela De Biologia.
Director: FUENTES LORENZO, Jorge Luis. Microbidlogo, PH.D



ABSTRACT

TITLE: STUDY OF THE ANTIGENOTOXIC POTENTIAL OF SUPER-CRITICAL EXTRACTS OF
VEGETABLE SPECIES OF THE ASTERACEAE, LABIATAE AND CAPPARACEAE FAMILIES
AGAINST TYPE B ULTRAVIOLET RADIATION.*

AUTHOR: DAIRO ARLEY FRANCO NINO**

Keywords: supercritical extracts, essential oils, ultraviolet radiation, genotoxicity, antigenotoxicity,
SOS Chromotest, Photoprotection, Asteraceae, Labiatae, Capparaceae

Description.

Approximately 5% of ultra violet radiation type B (UV-B) crosses the atmosphere and reaches
Earth’s surface, causing short and long-termeffects on human health. In the short term, it produces
direct damage on DNA, burns, erythema, inflammation, skin pigmentation and formation of free
radicals. In the long term, the effects are photodermatosis, immunosuppression, prematureaging
and carcinogenesis. The use of sun screens is a use full measure to prevent such can cerous
tumors. Recently, essential oils, plant extracts and plant compounds have been investigated, which
have proven to be important genoprotectors. In the present research we evaluated the genotoxico
effect and antigenotdxico potential of extracts obtained from 5 plants amples belonging to the
Asteraceae family, BIO-AT-sa-S29E, BIO-AT-sa-S31E, BIO-AT-sa-S33E, BIO-AT-SA-S35E, BIO-
AT-SA-S39E, 5 extracts of the Labiatae family, BIO-LT-AR-SO5E (F1), BIO-LT-AR-SO5E (F2), BIO-
LT- ar-SO7E (F1), BIO-LT-ar-SO7E (F2), BIO-LT-ar-SO8E (F1), and one sample of the Capparaceae
family, UN-109-F1. The genotoxicity and antigenotoxicity of these extracts were determined through
experimental co-treatment designs using the bacterial SOS Chromotest assay, which indirectly
measures the damage caused to DNA. The extracto btained from the Capparaceae family UN-109-
F1 exhibited antigenotoxicactivity, indicating its potential as a photoprotective compound.

*Degree Paper
** Universidad Industrial de Santander, Facultad De Ciencias Basicas, Escuela De Biologia.
Director: FUENTES LORENZO, Jorge Luis. Microbiélogo, PH.D
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INTRODUCCION

El cancer, después de las enfermedades cardiovasculares, se posiciona como
la segunda causa de muerte a nivel mundial (De Flora, 1998). Entre los
distintos tipos de cancer, el cancer de piel es de gran preocupacién debido a
que su incidencia va en aumento (Espey et al., 2007; Purdue et al., 2008; Zaidi
et al., 2008). La sobreexposicion a la radiacion solar es considerada el principal
factor de riesgo para el desarrollo de cancer de piel, dado que esta puede
producir dafios en el ADN que actian como un iniciador de procesos
cancerigenos (Zaidi et al., 2008; Gallagher & Lee, 2006). De esta manera, es
claro que el aumento de patologias cutaneas se debe a la sobreexposicion a la
UV solar sin la debida proteccion y, posiblemente, al aumento de los niveles de
irradiacion solar en la tierra como una consecuencia del deterioro gradual de la
capa de ozono (Madronich et al.,, 1998; Ichihashi et al., 2003; Matsumura &
Ananthaswamy, 2004; Gallagher & Lee, 2006; Zaidi et al., 2008).

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 & Stoner, 1993). Siendo una de ellas la busqueda de
compuestos naturales con actividad quimiopreventiva o fotoprotectora, es decir,
con capacidad de prevenir, contrarrestar o estimular la reparacién del dafio
genético causado por la UV (Jirova et al., 2007, Hazane et al.,, 2006). Las
familias de plantas Asteraceae, Labiatae y Capparaceae se seleccionaron
como fuente promisoria de compuestos fotoprotectores dado que sus
compuestos han demostrado tener propiedades anti-oxidantes, anti-
inflamatorias, anti-genotoxicas y anti-cancerigenas (Afaq y Katiyar, 2011,
Bakkaliet al., 2008; Gilaberte & Gonzalez, 2010; Light et al., 2005; Nichols y
Katiyar, 2010; Saikiaet al., 2006; Yesilada, 2005); las cuales pueden resultar

relevantes para la fotoproteccion de la piel. Un claro ejemplo de esto, son
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algunos polifenoles de las plantas para los que se tienen reportes de
propiedades quimiopreventivas y que posteriormente se probaron de forma
topica como fotoprotectores, demostrando que pueden absorber la UV evitando

gue esta penetre en la piel y cause dafio (Nichols & Katiyar, 2010).

Como se evidencid, existe la necesidad de encontrar plantas y compuestos con
potencial fotoprotector que contribuyan a disminuir la incidencia de procesos
carcinogénicos en piel, asi como controlar el fotoenvejecimiento. Por ello, el
pasante vinculado al proyecto de investigacion evaluara las propiedades
antigenotoxicas frente a la radiacion ultravioleta tipo B (UVB), de extractos de
plantas de las familias Asteraceae, Labiatae y Capparaceae, empleando el
ensayo SOS Chromotest (Quillardet et al.,, 1982). Para esto, se realizardn
disefios experimentales de co-tratamientos (Fuentes et al., 2006), donde las
bacterias se expondran simultdneamente a los extractos y luz UV-B. Se espera
identificar extractos de plantas propiedades antigenotoxicas frente a UV-B;
usando como criterio el correspondiente porcentaje de inhibicion de la

genotoxicidad (%IG).
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1.1

1. COMPETENCIAS DE LA PASANTIA DE INVESTIGACION

Desarrolla habilidades y destrezas en la ejecucion de ensayos de
genotoxicidad y antigenotoxicidad utilizando el ensayo SOS Chromotest.
Adquiere habilidades en el desemperio de la préactica experimental, manejo de
equipos, preparacion de los medios de cultivo y soluciones necesarias para el
desemperio de cada practica.

Asume responsablemente el trabajo del laboratorio durante el cumplimiento de

los objetivos de la pasantia.

OBJETIVO GENERAL DEL PASANTE

Evaluar el potencial antigenotoxico frente a UVB de 11 extractos super criticos

de especies vegetales de las familias Asteraceae (5), Labiatae (5) vy

Capparaceae (1) utilizando el ensayo SOS Chromotest.

1.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar el efecto genotoxico de 11 extractos super criticos de plantas en el

ensayo SOS Chromotest.

Evaluar el potencial antigenotéxico frente a UVB de los 11 extractos de

plantas empleando el ensayo SOS Chromotest.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 REACTIVOS, SUSTRATOS Y MEDIOS DE CULTIVO

Tanto el medio de cultivo Luria-Bertani (LB) como los sustratos para las enzimas
B-galactosidasa (2-nitrofenil-B-D- galactopirandsido, ONPG) y fosfatasa alcalina
(4-nitrofenilfosfato, PNPP), fueron adquiridos de la casa comercial Amresco
(Solon, Ohio, USA). ElI mutdgeno 4-nitroquinolina-1-6xido (4NQO) de la casa
comercial Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, Missouri, USA); los demés reactivos
fueron obtenidos de las casas comerciales J. T. Baker (Phillipsburg, NJ, USA) o
Merck (Kenilworth, NJ, USA).

2.2 EXTRACTOS VEGETALES

Los once extractos super criticos utilizados en el estudio fueron obtenidos a
partir de diferentes familias de plantas: cinco de especies de la familia
Asteraceae, tres de especies de la familia Labiatae y una de una especie de la
familia Capparaceae. Los codigos y familias a la que corresponden se
encuentran especificados en la Tablal. Todos los extractos fueron suministrados
por el Centro de Investigacién en Biomoléculas (CIBIMOL), obtenidos en el marco
del proyecto Bio-Red-CO-CENIVAMNO0.RC-0572-2012. Estos extractos fueron
elaborados a partir de las hojas y flores frescas por medio de la técnica de
extraccion de fluidos super criticos (CO2) (Stashenko, et al., 2013). Las
extracciones fueron realizadas a presion de 500 bar, pero en el caso de las
fracciones F1y F2 se realizaron a 40 y 80 bar respectivamente. Cada extracto se
diluyé en metanol a razén de 30mg/ml como concentracidén stock y se conservo a
8°C en tubos Eppendorf siempre protegidos de la luz dado que podria causar

fotolisis.
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2.3 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 por respuesta SOS. De esta
forma, la actividad especifica R-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 que
la hace deficiente en la reparacién por escision de nucledtidos (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 membrana celular (Quillardet & Hofnung, 1985).

2.4 CEPA DE ENSAYO Y CONDICIONES DE CULTIVO

Una alicuota de la cepa EscherichiacoliPQ37, genotipo (F-, thr, leu, his-4, pyrD,
thi, galE, galKogalT, lacAU169, srl300::Tn10, rpoB, rpsL, rfa, trp::Muc+sfiA::Mud
(Ap, lac) cts) se dejo creciendo en medio Luria-Bertani (LB) (10 g triptona, 10 g
cloruro de sodio, 5 g extracto de levadura, pH 7.4) suplementado con ampicilina
(50pg/ml) y tetraciclina (17ug/ml) a una temperatura de 37 °C con agitacion
permanente (170 rpm) durante 15-16 horas. Al dia siguiente se realiz6 una
resiembra en medio fresco adicionando 2 mL del medio crecido en 20 mL de
medio LB, el cual se dej6 crecer bajo las condiciones experimentales descritas
anteriormente un tiempo aproximado de una hora, hasta que alcanzé una

densidad optica DOgoonm de 0.4.
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Tabla 1. Extractos analizados con cédigo, familia y especie. F1 y F2 corresponden a fracciones.

BIO-AT-sa-S29E Asteraceae Wedelia calycina
BIO-AT-sa-S31E Asteraceae Tagetes caracasana
BIO-AT-sa-S33E Asteraceae Ambrosia peruviana
BIO-AT-sa-S35E Asteraceae Achyrocline satureioides
BIO-AT-sa-S39E Asteraceae Ageratina popayanensis
BIO-LT-ar-SO5E(F1) Labiatae Hyptis brachiata
BIO-LT-ar-SO5E(F2) Labiatae Hyptis brachiata
BIO-LT-ar-SO7E(F1) Labiatae Hyptis sinuata
BIO-LT-ar-SO7E(F2) Labiatae Hyptis sinuata
BIO-LT-ar-SO8E(F1) Labiatae Hyptis suaveolens
UN-109-F1 Capparaceae Capparis flexuosa

2.5 ENSAYO DE GENOTOXICIDAD

El cultivo de la cepa en fase exponencial (densidad oOptica 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 incorporacién del
compuesto a la célula y luego durante 2 horas a 37 °C con agitacion permanente
(300 rpm) en Thermomixer Comfort (Eppendorf, Alemania), para la recuperacién
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 enzimaticos se realizaron con cuatro replicas cada uno y en

paralelo para la B -galactosidasa y la fosfatasa alcalina.
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2.6 ENSAYOS ENZIMATICOS

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

2.6.1 Ensayo enzimatico de B-galactosidasa (BG). En cada pozo se
dispensaron 135 pl de buffer Z (Na;HPO, 3,22 g, NaH,PO,4 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. Esta mezcla se incubo por 20
minutos a temperatura ambiente para permitir la lisis celular. Posteriormente, se
adicionaron 30 pl de la solucién Stock del sustrato B-galactosidasa (orto-nitrofenil-
B-D-galactopiranésido, ONPG) la cual se preparé a 4 mg/ml en buffer fosfato de
sodio (1,42 g de Na,HPO,4 0,1 M, 1,38 g NaH,PO,4 x H,O 0,1 M, pH 8,8) y se
incubo durante 40 minutos a temperatura ambiente para el desarrollo del color. La
reaccion se detuvo afiadiendo 100 pl de la solucién Na,CO3 (1 M) y se realizo la
lectura de la microplaca a una densidad optica DO420nm €N €l espectrofotometro de
UV/visible Thermo Scientific Multiskan GO.

2.6.2 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 afiadieron
15 ul de células de cada tratamiento; se incub6 durante 20 minutos a temperatura
ambiente para permitir la lisis celular. Posteriormente, se adicionaron 30 ul de la
solucion 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 pl de la solucién HCI (2,5

M) y cinco minutos después se le agregaron 50 pl de la solucion TRIS (2 M).
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Finalmente se realizo la lectura de la microplaca como se describié en el ensayo
de BG.

2.6.3 Criterio de genotoxicidad. El criterio de genotoxicidad empleado es el
Factor de Induccion (FI). El célculo del FI 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 1
. L 1000 * Aypg Asz0: medida de la densidad éptica de la mezcla de la
Unidades enzimaticas = n incubacién medida a 420nm.
t: tiempo de incubacion en presencia del sustrato en
minutos

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.

Ecuaciéon 2

_ Unidades de p — galactosidasa

" Unidades de Fostasa alcalina

El factor de induccion SOS (Fl), 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 3

R; Re Células tratadas

R, Rin: Células no tratadas

La interpretacion de valores se realizd considerando lo siguiente: i) “no

genotodxico”, valores de FI menores de 1,5 ii) “inconclusos”, valores de Fl entre
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1,5-2,0 y iii) “genotoxico”, valores mayores de 2,0 y una clara relacion dosis-

efecto.

2.7 ENSAYO DE ANTIGENOTOXICIDAD

Una vez realizados los andlisis de genotoxicidad, para aquellos compuestos que
no presentaron efecto genotdxico se realizé 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 simultdneamente a diferentes
concentraciones de la fraccion 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 éptica DO600nm de 0,4 fue diluido
cinco veces en medio LB 2X, esta dilucidn se distribuyd a razén 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 irradiacioén a una dosis de 0.001 J/m2. Las células en las cajas Petri se
irradiaron en una cabina de irradiacion BS-02 (Opsytec, DrGrobel, Alemania)
equipada con cuatro lamparas de R-UVB y con un controlador de irradiacion
tipo UV-MAT (Opsytec,DrGrobel, 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
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destilada estéril) y un control positivo (C+ células irradiadas mezcladas con agua
destilada estéril).

2.7.1 Criterio de antigenotoxicidad.  Como criterio de antigenotoxicidad se uso
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 irradia con luz UV-

B se calcula para cada tratamiento segun la siguiente ecuacion:

Ecuacion 4
Ico: factor de induccién SOS de los cotratamientos (células + extracto
vegetal + RUVB).
Ico — Ibasal Ibasal: factor de induccion SOS del control negativo.
WG =——— luvc: factor de induccion SOS del control positivo.
Iuv — Ibsal

2.8 ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

Se calcularon los valores medios de las unidades enziméticas de la BG y la FA,
asi como del Fl 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 consider6 un p <

0,05. Todos los andlisis se realizaron utilizando el programa R
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 GENOTOXICIDAD DE EXTRACTOS

En la tabla 2, se indican los resultados obtenidos mediante el ensayo SOS

Chromotesten la evaluacion de la genotoxicidad de los extractos analizados. Los

extractos mostraron valores promedio de FI<2; no hay correlacion entre las

diluciones y el Fl, indicando que ningun extracto es genotoéxico.

Tabla 2. A.Asteraceae

[ng/mi]

BIO-Atsa-S29E BIO-Atsa S31E

C-
C+
938
469
234
117
58
29
15

1
6,8
0,8
0,9
0,9
0,7
1
1
11
1
1,3

+= + + + + + + H+ + I+

I+

0,3
1,8

0,1%**
0,1%**
0,2**

0,3
0,2
0,2
0,3
0,3
0,1

1

4,8
0,6
0,5
0,6
0,8
0,8
0,6
1

1

0,8

+ += + + + + + + + I+

I+

0,1
0,7
0,1**
0,1*
0,2*
0,2
0,2
0,4
0,1*
0,1
0,4
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Tabla 3.Al. Asteraceae

[ug/ml] BlO-Atsa-S33E BlO-Atsa-S35E BlO-Atsa-S39E
C- 1 + 01 1 + 01 1 = 01
C+ 4 + 0,8 4,4 + 04 4,9 =+ 0,7
938 0,5 = 0 0,7 + 0 0,8 = 01
469 0,5 + 0,1** 0,6 + 0,1* 0,7 + 0,1*
234 0,6 + 0,1** 0,7 +  0,1* 0,6 = O
117 0,6 + 0,1** 0,8 + 0,1* 0,8 = 0,1**
58 0,8 + 0,1* 0,9 +  0,1* 0,9 = 0,1**
29 0,8 + 0,1 0,9 + 01 1 + 0,1*
15 0,9 + 01 0,9 + 01 1 + 0,1
7 0,8 + 0,1 0,9 + 0,1* 11 + 01
0,9 + 0,1* 11 + 01 0,9 + 01

Valores promedio del factor de induccibn SOS (FI) los extractos pertenecientes a la familia

Asteraceae (A, Al). En tres experimentos independientes con cuatro replicas cada uno.*

Reduccion significativa (p<0,05) con respecto al control positivo encontrado en la prueba de

Dunnett.

Tabla 4. A. Labiatae

[ng/mi]
C- 1
C+ 34
938 0,6
469 0,8
234 0,8
117 0,9
58 0,9
29 1,1
15 1
1,1
1

BIO-LTarSO5E(F1)

+ + &+ + + + + + + I+

I+

0,1 1
0,6 4,1
0,1*** 0,7
0,1** 0,7
0,1** 0,7
0,1 0,9
0,1 0,9
0,2 1
0,2 0,9
0,3 1
0,1 1

+ + + + + + + + H+ I+

I+

BIO-LTarSO5E(F2)

0,1
0,7
0,1%*
011***
0,1**
0,2
0,1
0,1
0,2
0,2
0,1

22



Tabla 5. B1. Labiatae

[pg/mi] BIO-LTarSO07E(F1) BIO-LTarSO7E(F2) BIO-LTarS08E(F1)
C- 1 + 0,1 1 + 01 1 + 01
C+ 5,5 + 09 6 + 1 5 + 11
938 0,7 +  0,1% 0,8 + 07 0,7 + 0,1%**
469 0,6 + 0,1%* 0,7 + 11 0,6  + 0,1
234 0,8 + 0,1* 0,9 + 11 0,7 + 0,1*
117 0,9 + 0.2 0,9 + 09 08 £ 02
58 1,1 + 0,1 0,6 + 11 1 + 0.2
29 1,1 + 0.2 0,9 + 17 1 + 02
15 1,1 + 0,1 1 + 09 1 + 0,3
7 1,1 + 01 1 + 08 0,9 + 0,2
4 1,2 + 02 1 + 11 12 + 02

Valores promedio del factor de induccion SOS (FI) los extractos pertenecientes a
la familia Labiatae (B, B1l). En tres experimentos independientes con cuatro
replicas cada uno.* Reduccion significativa (p<0,05) con respecto al control

positivo encontrado en la prueba de Dunnett.

Tabla 6. A. Capparaceae

[Mg/ml] UN 109 F1

C- 1 + 03
C+ 38 + 14
938 0,6 =+ 0,2
469 03 =+ 0,2%*
234 0,5 =+ 0,2
117 0,8 =+ 0,2%*
58 1 + 0,2%%*
29 09 % 01
15 1 + 0,2
7 1 + 0,2*
11 + 0,1*

Valores promedio del factor de induccion SOS (FI) el extracto perteneciente a la
familia Capparaceae (C).En tres experimentos independientes con cuatro replicas
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cada uno.* Reduccién significativa (p<0,05) con respecto al control positivo
encontrado en la prueba de Dunnett.

Ninguno de los extractos evaluados mostré incrementos significativos respecto al
control no tratado. Por el contrario, las dosis mas altas de algunos extractos
resultaron significativamente inferiores al control. Con estos resultados negativos
para la genotoxicidad de los extractos, se procedid a evaluar el potencial

antigenotoxico ante dafio causado por luz ultravioleta tipo B (UVB).

Antigenotoxicidad de extractos

Familia Asteraceae

Las especies evaluadas de la familia Asteraceae con su respectivo codigo fueron:
Wedelia calycina BIO-AT-sa-S29E, Tagetes caracasana BIO-AT-sa-S31E,
Ambrosia peruviana BIO-AT-sa-S33E, Achyrocline satureioides BIO-AT-sa-S35Ey
Ageratina aff popayanensis BIO-AT-sa-S39E. Basado en los valores de las
concentraciones minimas que inhiben la genotoxicidad, el potencial antigenotoxico
frente a UVB para la familia Asteraceae fue asi: Achyrocline satureioides (59
pg/mL) > Tagetes caracasana (117ug/mL) > Ageratina aff popayanensis
(234pg/mL) > Wedelia calycina (234pg/mL) > Ambrosia peruviana (469 pg/mL)
(Figura 1).
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Figura 1. Porcentaje de la inhibicién de la genotoxicidad (%IG), de los extractos pertenecientes a
la familia Asteraceae La linea de corte (puntos discontinuos) corresponde a los valores
significativamente diferentes del %IG(P<0.05 en el test de Dunnet) con respecto al valor del control
(%IG=0).
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Asteraceae conforma la familia mas grande de plantas con flores del
planeta, incluye mas de 1,600 géneros y 23,000 especies individuales. Muchos
miembros de la familia Asteraceae son importantes para fines medicinales (Hurelly
Puentes 2013), ornamentales y economicos (Gao et al., 2010). La relevancia que
posee este grupo de plantas ha promovido diferentes estudios de citotoxicidad y
genotoxicidad (Josivany et al., 2014; Delarmelina 2012). No obstante, se han
probado diferentes extractos de las inflorescencias de Achyrocline satureioides
encontrando que posee actividad antiinflamatoria, analgésica, antiespasmadica,
constipante y sedantes (Olivera et al., 1988). Tagetes caracasana es una especie
de gran importancia econdmica en la medicina tradicional y en la industria para

obtencion de aceites esenciales (Barrientos et al., 2012).
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Familia Labiatae

En total se analizaron cinco extractos de la familia Labiatae, pertenecientes a tres
especies puesto que de las especies Hyptis brachiatay, Hyptis sinuata se
analizaron dos fracciones obtenidas a diferentes presiones denotandose con F1y
F2, La tercera especie analizada fue Hyptis suaveolens Var BIO-LT-ar-S08E (F1).
De acuerdo a los valores de las concentraciones minimas que inhiben la
genotoxicidad, el potencial antigenotoéxico frente a UVB para la familia Labiatae fue
como sigue: Hyptis suaveolens Var (59 pug/mL) > Hyptis sinuata (F2) (59 pg/mL) >
Hyptis sinuata (F1) (234upg/mL) > Hyptis brachiata (F2) (938ug/mL) > Hyptis
brachiata (F1) (938 pg/mL) (Figura 2).

Figura 2. Porcentaje de la inhibicion de la genotoxicidad (%IG), de los extractos
pertenecientes a la familia Labiatae. La linea de corte (puntos discontinuos) corresponde
a los valores significativamente diferentes del %IG (P<0.05 en el test de Dunnet) con
respecto al valor del control (%1G=0).
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La familia Lamiaceae o0 Labiatae (Ramasubramania, 2012) se encuentra
ampliamente distribuidas en todo el mundo, comprende alrededor de 221 géneros
y 6000 especies (Chengyih & Hsiwen, 1982). En Colombia existen 25 géneros y
mas de 190 especies (Fernandez-Alonso & Rivera-Diaz, 2002; Fernandez-Alonso
et al., 2003). Hyptis y Eriopeson caracteristicos del piedemonte cordillerano y de
las sabanas de los llanos orientales de Colombia (Fernandez-Alonso y Rivera-
Diaz, 2002; Fernandez-Alonso et al.,, 2003). El interés farmacolégico en las
especies del género Hyptis se fundamenta en que tienen aplicaciones como:
repelentes, insecticidas, antinociceptivos, antihiperglicémicos, antifiingicos,
antibacterianos, anti-inflamatorios, antimalaricos, gastrointestinales, contra
deficiencias respiratorias y en programas de manejo integrado de plagas, entre
otros (Malele et al., 2003; Araujo et al., 2003; Grassi et al., 2008; Santos et al.,
2004; Joy et al., 2008).

Familia Capparaceae

La especie Capparis flexuosa UN-109-F1, fue la Unica muestra evaluada de la
familia Capparaceae.Capparis flexuosa obtuvo valores significativos para
antigenotoxicidad a una concentracion de 117ug/mL, valores semejantes a

estudios previos (J. L. Fuentes et al., 2016).

Diferentes géneros pertenecientes a la familia Capparaceae han sido utilizados en

estudios toxicolégicos arrojando resultados positivos (Seck et al., 1993).
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Figura 3. Porcentaje de la inhibicién de la genotoxicidad (%IG), del extracto perteneciente a la
familia Capparaceae. La linea de corte (puntos discontinuos) corresponde a los valores
significativamente diferentes del %IG (P<0.05 en el test de Dunnet) con respecto al valor del
control (%1G=0).
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La presente investigacion encontr6 que extractos super criticos de las familias
Asteraceae, Labiatae y Capparaceae presentan actividad antigenotdxica ante
dafo causado por luz UVB en el modelo bacteriano E. coli. En bacterias, pudimos
comprobar que algunos extractos suUper criticos evaluados poseen actividad
quimiopreventiva, a través de la inhibicibn de la respuesta SOS. La radiacion
ultravioleta induce la formacion de CPDs y 6,4 PPs, los cuales distorsionan en
gran medida la doble hélice y detienen la replicacion y la divisién celular; eventos
gue desencadenan la respuesta de emergencia SOS. La cepa PQ37 que se usa
en el ensayo SOS Chromotest, tiene una mutacion en el gen uvrA que le impide
llevar a cabo la reparaciéon por la via NER para remover los fotoproductos. Por lo
tanto, la reduccién observada en la respuesta SOS, al evaluar los compuestos

vegetales usados, nos lleva a pensar que estos actiuan disminuyendo la cantidad
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de CPDs, causados por la R-UVB, quizas a través de la absorcion de fotones. Sin
embargo, son necesarios nuevos estudios para ver el mecanismo de
fotoproteccion de los extractos, y los compuestos mas importantes en estos

responsables de la actividad antigenotoxica ante luz UVB.
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4. CONCLUSIONES

1) Ninguno de los compuestos evaluados es genotoxico

2) El extracto perteneciente a la especie Hyptis sinuata (F2) y Hyptis suaveolens
son promisorios como materia prima para la obtencion de elementos

antigenotoxicos frente a UBV.

3) Hyptissinuata (F2) mostré diferencias significativas en relacibn a
Hyptissinuata (F1) siendo la misma especie, el método de extraccién permitié que
la fraccion uno (F1), generara valores de %IG significativos a partir de la

concentracion 234,38ug/mL.

30



5. RECOMENDACIONES

Es necesario realizar mas estudios para identificar los compuestos causantes de

la accion antigenotoxica en las muestras analizadas.

Es importante conocer los mecanismos de actuaciéon de los compuestos de los
extractos responsables de la actividad antigenotdxica, a través de estudios

adicionales.
Dado que ningun extracto evaluado se catalogd como genotéxico, es

indispensable realizar pruebas adicionales en otros modelos biolégicos antes de

ser implementados para uso humano.
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