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RESUMEN

TITULO: POTENCIAL ANTIGENOTOXICO DE LOS ACEITES ESENCIALES DE Lippia
Origanoides FRENTE A RADIACION ULTRAVIOLETA TIPO C

AUTORES: EDINSON RODRIGO SANCHEZ ORTIZ**

PALABRAS CLAVES: Lippia origanoides, aceites esenciales, radiacion ultravioleta,
antigenotoxicidad, SOS Chromotest.

En el presente trabajo se realizé la evaluacion de las propiedades antigenotoxicas de los aceites
esenciales de la especie Lippia origanoides quimiotipos Timol, carvacrol y cariofileno, frente al
dafio inducido por radiacién ultravioleta tipo C (RUV-C). Para ello se utilizé el ensayo bacteriano
SOS Chromotest, bioensayo colorimétrico que estima el dafio primario en el material hereditario a
través de un gen reportero (B-galactosidasa) fusionado a uno de los genes de respuesta SOS en
bacterias (sulA), los ensayos re realizaron usando disefios experimentales de co-tratamientos. La
dosis de trabajo de la RUV-C fue determinada experimentalmente realizando curvas de
genotoxicidad en el ensayo. Para el aceite esencial de Lippia origanoiedes quimiotipos timol y
carvacrol se evidenci6 actividad antigenotoxica con dependencia de la concentraciéon ensayada,
con porcentajes de inhibicién de la genotoxicidad entre el 60 y 100% a partir de una concentracién
de 0.42% VIV del aceite en el ensayo. Por su parte el aceite esencial de Lipia origanoides
guimiotipo cariofileno, no mostro actividad antigenotdxica frente a la radiacion ultravioleta tipo C en
el modelo empleado. Dados los resultados obtenidos, se recomienda continuar con los estudios de
antigenotoxicidad de los aceites que resultaron ser promisorios; asi como con la evaluacion de los
componentes mayoritarios de estos aceites, esto con el fin de determinar que compuestos son
responsables del efecto fotoprotector observado durante la ejecucion del presente trabajo.

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



ABSTRACT

TITLE: ANTIGENOTOXIC POTENTIAL OF Lippia origanoides ESSENTIAL OILS AGAINST
ULTRAVIOLET RADIATION TYPE C.

Authors: EDINSON RODRIGO SANCHEZ ORTIZ**

Key words: Lippia origanoides, essential oils, ultraviolet radiation, antigenotoxicity, SOS
Chromotest.

The present work assayed the antigenotoxic properties of Lippia origanoides essential oils,
chemotypes timol, carvacrol and caryophyllene agaisnt the damage induced by ultraviolet radiation
type C (RUV-C). For that purpose a co-treatment experimental design was carried out in the SOS
Chromotest bacterial assay, this is a colorimetric assay that estimates the primary damage trough a
reporter gene (B-galactosidase) fused to a SOS gene (sulA). The dose of ultraviolet radiation type C
was experimentally determined by genotoxicity curves in the assay. The essential oils of L.
origanoides chemotypes thymol and carvacrol showed antigenotoxic activity in a concentration
dependent manner, with percentages of genotoxicity inhibition between 60 and 100% from a
concentration of 0.42% V/V of oil in the assay. Meanwhile, the L. origanoides chemotype
caryophyllene does not evidence antigenotoxic activity against RUV-C in the assay used. According
to our results, we recommend amplify the antigenotoxic studies of promissory oils and their mayor
compounds, in order to determine the compounds responsible for the photoprotective effect
observed during the development of this work.

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

La radiacion ultravioleta (R-UV) es un conocido agente genotdxico cuyo espectro
de radiacion se divide, de acuerdo a la longitud de onda, en R-UV de onda larga o
R-UVA (320-400 nm), de onda media o R-UVB (280-320 nm) y de onda corta o0 R-
UVC (200-280 nm) cuyos efectos biolégicos varian en dependencia de su tipo
(Matsumura y Ananthaswamy, 2004; Ravanat et al., 2001). La R-UV se considera
un iniciador de los procesos de carcinogénesis ya que es capaz de inducir
alteraciones estructurales en el ADN. Es por ello que la genotoxicidad producida
por este agente se ha ligado al proceso carcinogénico en piel y al
fotoenvejecimiento. Actualmente, se conoce que diferentes patologias cutaneas
han presentado incrementos importantes en términos de incidencia, debido
principalmente a la sobreexposicion a la radiacion solar sin la debida proteccion y
al incremento de los niveles de radiacion en la tierra (Madronich et al., 1998;
Ichihashi et al., 2003; Matsumura y Ananthaswamy, 2004; Gallagher y Lee, 2006;
Zaidi et al., 2008; Afaq, 2011). Esta situacion ha impulsado el desarrollo de
estrategias de prevencion, siendo una de ellas la busqueda de compuestos
naturales con actividad quimiopreventiva o fotoprotectora; es decir, sustancias con
capacidad de prevenir, contrarrestar o estimular la reparacién del dafio genético
causado por la radiaciéon solar (Marrot et al., 2005, Hazane et al., 2006).

Entre los agentes naturales con potencial fotoprotector se encuentran los aceites
esenciales (AE); los cuales son mezclas de compuestos volatiles extraidos de
plantas y usados tanto en la medicina tradicional como en la industria
farmacoldgica (Pascual et al., 2001; Edris, 2007; Bakkali et al., 2008; Hennebelle
et al., 2008). Los AE son ampliamente conocidos por sus propiedades
antimicrobianas, antivirales, antioxidantes y antigenotéxicas (Burt, 2004; Bakkali et
al., 2008; Kaefer y Milner, 2008, Vicuia et al., 2010).
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Su capacidad de mantener la integridad del material hereditario frente al dafo
genético producido por agentes fisicos como la R-UV, es la propiedad que les
confiere su potencial como agentes fotoprotectores (Aydin et al., 2005ab; Bakkali
et al.,, 2006, Ipek et al., 2005; KneZevi¢-Vukcevi¢ et al., 2005; Mezzoug et al.,
2007; Nikoli¢ et al., 2011; Stanojevic et al., 2008; Vukovi¢-Gaci¢ et al., 2006). En
este sentido, una fuente promisoria de aceites esenciales con probadas
propiedades biologicas es el género Lippia, que cuenta con mas de 200 especies
distribuidas en zonas tropicales y subtropicales de Asia, Africa, y de centro y
Suramérica (Pascual et al., 2001). Donde la amplia diversidad quimica dada por la
variedad de metabolitos secundarios es una de sus caracteristicas mas
importantes (Zoghbi et al., 1998; Stashenko et al., 2003).

En la busqueda de compuestos antigenotéxicos, es importante realizar una
seleccion adecuada del bioensayo a utilizar. Con esto en mente, y teniendo en
cuenta que los ensayos en bacterias son en un principio los mas adecuados, el
ensayo SOS Chromotest surge como un buen candidato. Por un lado, su alta
sensibilidad y flexibilidad permiten que pueda ser semi-automatizado, lo que se
traduce en una mayor €eficiencia en el “screening” masivo de compuestos naturales
(Fuentes et al.,, 2006a). Ademas, es posible realizar diversos disefios
experimentales (co, pre, pos incubacion), que dan una idea del posible mecanismo
empleado por los compuestos en estudio para evitar o disminuir el dafio en el ADN
(De Flora et al., 1992ab). Por otra parte, este ensayo es particularmente util en la
bdsqueda de compuestos con actividad fotoprotectora ya que es sensible al dafio
inducido por la R-UV (Quillardet y Hofnung, 1984) y diferentes estudios sefialan
que en E. coli la reparacion del dafio causado por este mutadgeno es dependiente
principalmente de la respuesta de emergencia celular “SOS” (Bagg et al., 1981,
Fogliano y Schendel, 1981; Huisman y D’Ari, 1981, Kenyon y Walker, 1981,
Rosenberg y Echols, 1990; Keller et al., 2001). Adicionalmente, trabajos previos
ya han validado el uso de este bioensayo para el estudio de antimutagenos
naturales frente a R-UV (Sato et al., 1991; Junior et al., 2005).
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Con base en lo expuesto, la presente pasantia de investigacion tuvo como
objetivos los siguientes:

1) Establecer la cinética de induccién del gen sulA producto del tratamiento con R-
UVC en la cepa Escherichia coli PQ37.

2) Evaluar el potencial antigenotoxico de aceites esenciales de especies del

género Lippia frente a radiacion UV mediante el ensayo SOS Chromotest.

La pasantia se enmarco en el proyecto de investigacion “Estudio del potencial
antigenotoxico frente a la radiacion ultravioleta de extractos SFE y aceites
esenciales de especies vegetales de la biodiversidad colombiana”; proyecto que
se esta desarrollando en el laboratorio de Microbiologia y Mutagénesis Ambiental,

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

. Adquirir habilidades en el desarrollo del ensayo SOS Chromotest.

. Establecimiento de ensayos de antigenotoxicidad de aceites esenciales de

especies vegetales del género Lippia.

. Afianzamiento en el uso de las normas de bioseguridad para el trabajo en un

laboratorio de Mutagénesis Ambiental.

. Adquirir habilidades y destreza en el trabajo de laboratorio y manejo de equipos;
asi como, en la preparacion de medios de cultivo y reactivos requeridos para el

trabajo en el laboratorio.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Extractos vegetales

Los AE evaluados en este estudio, asi como la informacion de su composicion
quimica obtenida mediante cromatografia (Tabla 1), fueron suministrados por el
Centro de Investigacion en Biomoléculas (CIBIMOL) y extraidos en el marco del
proyecto Bio-Red-CO-CENIVAM No. 550754331904-31893. Con el fin de
diferenciar los tres AE evaluados, estos serdn nombrados de acuerdo a su
quimiotipo; el cual es designado con base en la molécula con mayor presencia en
el AE puro. La evaluaciéon de la genotoxicidad de los AE de Lippia origanoides fue
previamente realizada en el laboratorio de Microbiologia y Mutagénesis Ambiental
(LMMA), donde se encontré que estos no son genotoxicos en el modelo

experimental empleado (datos no publicados).

Tabla 1. Composiciéon quimica de los aceites esenciales obtenidos por hidrodestilacion asistida
con radiacién microondas de la especie Lippia origanoides.

Cantidad relativa (%) '

No. Compuestos Ik Quimiotipo 1 Quimiotipo 2 Quimiotipo 3
1 «-Pineno 936 - 2.3 -
2 Canfeno 954 - 2.6 -
3  B-Mirceno 990 2.8 - 2.8
4  o-Cariofileno 1009 - 9.9 -
5 o-Terpineno 1017 3.1 - 1.6
6 p-cimeno 1027 10.9 11.2 10.0
7 Limoneno 1030 - 7.2 -
8 y-Terpineno 1060 11.8 15 5.0
9 Borneol 1180 - 3.1 -
10 Timol metil éter 1228 - - 1.9
11 Timol 1296 9.9 - 54.5
12 Carvacrol 1301 46.2 - 1.7
13 Thymyl acetate Acetato de timil 1347 - - 4.8
14 trans-B-cariofileno 1432 2.5 11.3 2.4
15 a-humuleno 1469 1.4 6.0 -

Los metabolitos secundarios fueron separados por cromatografa de gases acoplada a espectrometria de
masas GC-MS. No., Orden de elucién en una columna DB-5MS, Ik, Valores del indice de retencion (Kovats,
1965) calculado de un minimo de tres cromatogramas independientes. (1), Unicamente se consideraron los
componentes cuya cantidad relativa fue mayor al 1%.
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2.2 Principio del ensayo SOS Chromotest
El ensayo SOS Chromotest permite monitorear la induccion de la respuesta SOS

en la enterobacteria Escherichia coli cepa PQ37, como respuesta al dafio causado
en su ADN por mutdgenos quimicos y fisicos (Quillardet et al., 1982). La cepa
cuenta con una fusion transcripcional del gen sulA (regulado bajo la respuesta
SOS) que codifica un péptido involucrado en la formacion del septo celular y el
gen estructural de la p-galactosidasa del operon Lactosa (sulA::LacZ); el cual ha
sido previamente deleccionado del cromosoma de la cepa. De esta manera toda la
actividad B-galactosidasa detectada, depende exclusivamente de la expresion del
gen sulA, siendo un indicador del nivel de induccion de la respuesta SOS; y por
tanto, un indicador indirecto del dafio inducido al ADN. La cepa tiene ademas una
mutacion en el gen uvrA, que la hace deficiente en la reparacion por escision de
nucledtidos y en consecuencia sensible a una amplia variedad de mutagenos que
inducen dafos en el ADN reparados por este mecanismo. Adicionalmente cuenta
con una mutacién rfa que la hace deficiente en lipo-polisacaridos de membrana, lo
gue eleva la permeabilidad de la membrada celular (Quillardet et al., 1982, Sancar
y Rupp, 1983, Quillardet & Hofnung 1985, Quillardet & Hofnung 1993).

2.3 Cepa de ensayo y condiciones del cultivo de trabajo

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 dejé creciendo en medio Luria-Bertani (LB) (10 g triptona,
10 g cloruro de sodio, 5 g extracto de levadura disueltos en agua destilada)
suplementado con ampicilina (50 ug/ml) y tetraciclina (17 ug/ml) a una temperatura
de 37 °C con agitacién permanente (100 rpm) durante toda la noche. Al dia
siguiente se realizé 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 dos horas, hasta

gue alcanz6 una densidad optica DOgoonm de 0,4.
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2.4 Ensayo de genotoxicidad

La genotoxicidad de la R-UVC fue evaluada usando el ensayo SOS Chromotest
siguiendo el procedimiento descrito por Quillardet et al.,, (1982) con las
modificaciones propuestas por Fuentes et al.,, (2006a), asi como pequefas
modificaciones realizadas por el LMMA. El cultivo de la cepa PQ37, crecido hasta
una DOgoonm= 0.4, fue diluido 10 veces en medio LB a doble fuerza (20 g
Triptona/L, 10 g Extracto de Levadura/L, 20 g Cloruro de Sodio/L, pH 7.4). Este fue
dispensado a razén de 600 pL por tubo eppendorf, que contenia igual volumen de
agua destilada estéril (que en ensayos de antigenotoxicidad sera reemplazada por
diluciones del compuesto a evaluar). Se tomé 1 ml de esta mezcla y se depositd
en placas Petri de 3cm de didmetro para irradiacion. Para esto se us6 una lampara
germicida de 55 voltios referencia 0000502-G15W T8 (Sylvania, Inglaterra) con
pico de emision a 253,7nm. El rango de dosis ensayado estuvo entre 1.35y 27.04
J/m?, calculado segun lo indicado por Kowalski et al., (2000). Posterior a la
irradiacion, se traspaso las muestras irradiadas a tubos de microcentrifuga que
fueron incubados por 30 minutos a una temperatura entre 4-8 °C y posteriormente
durante dos horas a 37 °C con agitacion permanente (300 rpm). En todos los
casos, se realizaron al menos tres experimentos independientes con cuatro
replicas cada uno. En cada experimento se incluyé un control negativo (C-: células
sin irradiar + agua destilada estéril) y un control positivo (C+: células sin irradiar +
4ANQO).

2.5 Ensayos enziméticos
Posterior a la incubacion se realizaron los ensayos enzimaticos en microplacas de

96 pozos (Brand, ASlemania) de la siguiente manera: el ensayo de -
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.
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2.5.1 Ensayo enzimatico de B-galactosidasa (BG).
En cada pozo se dispensaron 135 pl de buffer Z (Na,HPO,4 3,22 g, NaH,PO,4 X

H.O 1,1 g, KCI 0,15 g, MgSO4 * 7 H,O 0,05 g, SDS 0,2 g, B-mercaptoetanol 0,54
ml, pH 7,0) y se afiadieron 15 pl de células de cada tratamiento. Esto se incubo
por 20 minutos a temperatura ambiente para que se diera la lisis celular.
Posteriormente, se adicionaron 30 ul de la solucion Stock del sustrato -
galactosidasa (orto-nitrofenil-B-D-galactopiranésido ONPG) el cual se prepar6 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 reaccion se detuvo afiadiendo 100 pl de la solucién
Na,CO3; (1 M) y se realiz6 la lectura de la microplaca a una densidad Optica
DO420nm €n el espectrofotometro de UV/visible Thermo Scientific Multiskan GO
(Thermo Scientific, USA).

2.5.2 Ensayo enzimatico de fosfatasa alcalina (FA).
En cada pozo de dispensaron 135 pl de buffer T (TRIS 24,22 g y SDS 0,2 g, pH

8,8) y se afiadieron 15 pl de células de cada tratamiento, se dej6é incubando
durante 20 minutos a temperatura ambiente para que se diera la lisis celular.
Posteriormente, se adicionaron 30 pl de la solucion Stock del sustrato de la
fosfatasa alcalina (4-nitrofenil fosfato PNPP) el cual se prepar6 a 4 mg/ml en buffer
T y se incubo durante 40 minutos para el desarrollo del color. La reaccién se
detuvo afiadiendo 50 pl de la solucién HCI (2,5 M) y cinco minutos después se le
agregaron 50 pl de la solucién TRIS (2 M). Finalmente se realizé la lectura de la

microplaca como se describié en el ensayo de BG.

18



2.6 Célculo del factor de induccién (FI).
El calculo del Fl se realizé de acuerdo con Quillardet y Hofnung, (1985). Para ello

se calcularon las unidades enziméticas de la actividad BG y FA de la siguiente

manera.
Ecuacion 1.
) o 1000* A,,, A420: Me_dida de la densidad Optica de la mezcla de
Unidades Enzimaticas = ——— | incubacion leida a 420,
t t: tiempo de incubacion en presencia del sustrato
en minutos.

La Relacién (R) de las unidades de la BG y FA refleja la induccién del gen sulA

incluso cuando se produce inhibicion de la sintesis de proteinas.

unidades £ — galactosidasa Ecuacion 2.
" unidades fosfatasa alcalina

El factor de induccion SOS (FI) 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.

Ecuacién 3.
R, ;
| =—- R;:Células tratadas
Rm Ryi:Células no tratadas (C-)

La interpretacion de los resultados se realiz6 considerando lo siguiente: i) “no
genotéxico”, valores de FI menores de 1,5 ii) “inconclusos”, valores de Fl entre
1,5-2,0 vy iii) “genotéxico”, valores mayores de 2,0 y una clara relacion dosis-

efecto.
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2.7 Ensayo de antigenotoxicidad

El potencial antigenotéxico de los AE frente a R-UVC se evalué en el ensayo SOS
Chromotest descrito por Quillardet y colaboradores (1982). El ensayo de
antigenotoxicidad se desarroll6 basicamente como el protocolo de genotoxicidad
descrito previamente, pero las células fueron expuestas simultdneamente a
diferentes concentraciones de la fraccion acuosa del aceite a evaluar y a la dosis
de R-UVC determinada en el ensayo de genotoxicidad. Los ensayos enzimaticos y
posteriores mediciones se desarrollaron siguiendo los procedimientos
anteriormente descritos. Para cada aceite se realizaron al menos tres
experimentos independientes con cuatro replicas cada uno. En cada experimento
se incluyd un control negativo (C-: células sin irradiar + agua destilada estéril) y un

control positivo (C+: células irradiadas + agua destilada estéril).

2.8 Criterio de antigenotoxicidad
El criterio de antigenotoxicidad empleado fue el porcentaje de inhibicion de la

genotoxicidad (%IG), el cual representa la capacidad de la sustancia ensayada
para proteger el material genético y se mide como una reduccién significativa del
FI en los co-tratamientos (células irradiadas + compuesto a evaluar) respecto al

control positivo, como se muestra en la ecuacion 4.

Ecuacion 4.
| Ibasal | co: Factor de induccion SOS de los co-tratamientos
%IG = 1_M x100 (células iradiadas + compuesto a evaluar). _
luvc— Ibasal | basal: Factor de induccién SOS del control negativo.

| uvc: Factor de induccién SOS del control positivo.
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2.9 Andlisis estadistico de los datos
Se calcularon los valores medios de las unidades enziméticas de la BG y la FA,

asi como del FI con sus correspondientes errores estdndar para cada muestra
ensayada. Se comprobd la normalidad de los datos mediante la prueba
Kolmogorov-Smirnov y la homogeneidad de varianza por medio de la prueba de F
méxima. Las diferencias entre tratamientos fueron evaluadas con una prueba de
Dunnett. Para todos los analisis estadisticos, se consider6é un p < 0,05. Todos los

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

La cinética de induccion del gen sulA frente a la R-UVC fue evaluada para nueve
dosis, partiendo de 1.35 J/m2 hasta 27.04 J/m?. Los resultados indican que la
induccion del gen frente a este agente fisico es dosis dependiente. Para el rango
de dosis evaluadas, el aumento en la induccién del gen sulA es significativo desde
la primera dosis y maximo para la dosis 20.28 J/m? (Figura 1). Por otra parte, no
se evidencio reduccién significativa de la actividad constitutiva de la fosfatasa
alcalina por el tratamiento con R-UVC, sugiriendo que este agente fisico no afecta
la sintesis de proteinas en la enterobacteria E. coli cepa PQ37. Dado que la dosis
20,28 J/Im? muestra los mayores niveles de induccién SOS y ademas no resulté
toxica para las células, fue elegida como dosis de trabajo para los ensayos de

antigenotoxicidad.

Figura 1. Cinética de induccion del gen sulA frente a radiacion ultravioleta tipo C, en
células de Escherichia coli cepa PQ37.

Cinética induccion del gen sulA frente a R-UVC

8.00 16
0 7.00 14 c
2 6.00 129
& 8
Q

§ 5.00 10 _g
= 2
W 4.00 8 -+-BG
] °
@ 300 6 » FA
B S aFl
T 2.00 4 9
< (T
= 1.00 2

0.00 0

0.00 3.38 6.76 10.14 13.52 16.90 20.28 23.66 27.04
Dosis irradiacion J/m2

BG: Unidades enzimaticas de B-galactosidasa. FA: Unidades enzimaticas de fosfatasa alcalina. FI: Factor de
Induccion.
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La composicién quimica de la especie L. origanoides ha mostrado una variacion
significativa de acuerdo con los constituyentes mayoritarios identificados en sus
extractos, hasta el momento se ha propuesto la existencia de 6 quimiotipos
diferentes (Castafieda 2007, Ruiz et al., 2007, Stashenko et al., 2010, Ribeiro et
al., 2014). De acuerdo con los datos de cromatografia suministrados por el

CIBIMOL, se logré identificar un total de 15 compuestos y tres quimiotipos, cuyos
compuestos mayoritarios fueron: Quimiotipo 1: Carvacrol 46.2%, y-Terpineno

11.8% y p-cimeno 10.9%; Quimiotipo 2: trans-B-cariofileno 11.3%, p-cimeno
11.2% y a-cariofileno 9.9%; Quimiotipo 3: Timol 54.5% (tabla 1). De ahora en
adelante nos referiremos a ellos como L. origanoides quimiotipo carvacrol,
cariofileno y timol, respectivamente. Las variaciones en la produccion de los
metabolitos secundarios en plantas de la misma especie tradicionalmente se ha
atribuido a condiciones geobotanicas de crecimiento y mas recientemente a
factores genéticos, ya que se encontraron plantas del mismo quimiotipo creciendo
en regiones geograficas con condiciones ambientales diferentes, asi como plantas
de diferentes quimiotipos que se someten a crecimiento bajo exactamente las
mismas condiciones y mantienen las diferencias en su composicion quimica
(Oliveira et al., 2007, Ruiz et al., 2007, Stashenko et al., 2010). De acuerdo con
Stashenko y colaboradores (2013) los tres quimiotipos evaluados en este trabajo
se perfilan como fuentes de compuestos bioactivos debido a su alto contenido de
compuestos como timol, carvacrol, quercetina, naringenina, pinocembrina, y

luteolina; cuyas actividad antioxidante y antimicrobiana son bien conocida.

Los resultados de la evaluacién del potencial antigenotéxico del AE de los tres
quimmiotipos de Lippia origanoides se presentan en la Tabla 2. El comportamiento
del AE de L. origanoides quimiotipos timol y carvacrol fue muy similar,
obteniéndose que en el ensayo SOS Chromotest ambos disminuyen el dafio
inducido en el ADN por la R-UVC de forma dosis dependiente. Esta disminucién
de la genotoxicidad fue significativa a partir de la dosis 0,42 %V/V de la fraccién

acuosa del aceite en el ensayo; dosis en la que se evidencia una inhibicion de la
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genotoxicidad mayor al 60% respecto a la inducida en células irradiadas sin
proteccion del aceite. Por su parte, el AE de L. origanoides quimiotipo cariofileno
no presenta un potencial fotoprotector marcado frente a R-UVC, ya que la

inhibicion de la genotoxicidad es significativa solo en la dosis mas alta evaluada.

Tabla 2. Efecto antigenotéxico de los aceites esenciales de Lippia origanoides frente a R-
UVC, medido en el ensayo SOS Chromotest.

L. origanoides carvacrol L.origanoides cariofileno L. origanoides timol

Tratamientos

Fl %I1G Fl %G Fl %I1G
C- H,O 1.0+ 0.0 1.0 + 0.0 1.0+ 00
C+ 2028Jm> 81+ 06 127 £ 13 126 + 09
3.33 % VIV 05+ 00* 100.0 09+ 01* 100.0 04 £ 01* 100.0
1.67 % VIV 06+ 01* 100.0 165 + 15 ns. 0.0 04 £ 01* 100.0
0.83 % VIV 09+ 01* 100.0 132 + 04 ns. 0.0 04+ 01* 100.0
0.42 % VIV 35+ 07~* 64.3 139 + 09 ns. 0.0 40+ 16 * 74.1
0.21 % VIV 100 £+ 0.9 ns. 0.0 122 + 0.6 ns. 45 128 + 2.1 ns. 0.0
0.10 % VIV 98 + 04 ns. 0.0 122 + 0.6 ns. 45 175 + 0.7 ns. 0.0
0.05 % VIV 85 = 0.5ns. 0.0 13.1 £ 0.6 ns. 0.0 145 £ 0.7 ns. 0.0
0.03 % VIV 106 + 1.0 ns. 0.0 142 + 09 ns. 0.0 152 + 1.0 ns. 0.0
0.01 % VIV 82 =+ 0.4 ns. 0.0 99 + 0.2ns. 245 125 £+ 1.1 ns. 1.6

Concentracion final en el ensayo de los extractos acuosos del aceite. Valores promedio del factor de induccion
SOS (FI) de un minimo de tres experimentos independientes con cuatro réplicas cada uno y su
correspondiente error estandar. %GlI, Porcentaje de inhibicién de la genotoxicidad. *Reduccioén significativa
(p<0.05) con respecto al control positivo empleando la prueba de Dunnett. n.s. no se encontré diferencia
significativa del control positivo.

La actividad antigenotoxica encontrada en los AE de L. origanoides quimiotipos
carvacrol y timol se suma a la larga lista de bioactividades reportadas para esta
especie, que ademas ha sido ampliamente usada en la medicina tradicional por
diferentes pueblos de América del Sur (Oliveiro et al., 2014). Dentro de los
reportes se incluye: i) actividad bacteriostatica del AE frente a tres especies de la
2007),
antimicrobiana contra microorganismos tanto patégenos como no patdgenos
(Santos et al., 2004, Rodriguez y Sanabria 2005, Oliveira et al., 2007, Betancur-

bacteria gram positiva Nocardia spp (Mendez et al., i) actividad

Galvis et al., 2011, Madeiros et al., 2014), iii) efecto repelente frente a Tribolium

castaneum y Sitophilus zeamais superior al mostrado por el producto comercial
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IR3535 (Nerio et al., 2009, Olivero-Verbel et al.,, 2009, Caballero-Gallardo et al.,
2012), iv) inhibicién de la replicacién in vitro del virus de la fiebre amarilla
(Meneses et al., 2009), v) actividad antiprotozoaria frente a promastigotes de
Leishmania chagasi y epimastigotes y amastigotes de Trypanosoma cruzi sin
efectos citotoxicos para las células de mamifero donde crece el parasito (Celis et
al., 2007, Escobar et al., 2010, Raposo et al., 2012). Finalmente, es importante
resaltar la actividad antioxidante probada por diferentes grupos de investigacion
(Mufioz-Acevedo et al., 2009, Stashenko et al., 2008, Teles et al., 2014), asi como,
la capacidad de proteccion al ADN frente al dafio inducido por el clastdgeno
bleomicina (Vicuia et al., 2010), lo que convierte los AE de esta planta con fuentes

potenciales de quimiopreventivos.

En la mayoria de estudios con plantas en el area de productos naturales, los
investigadores establecen relaciones entre la bioactividad encontrada y los
metabolitos secundarios detectados en el extracto (Ruiz et al.,, 2007), dado que
para éstos generalmente también se han reportado diversas actividades
bioldgicas. Ejemplo de ello son los estudios realizados en L. origanoides por
Betancur-Galvis y colaboradores (2011) quienes también encontraron el efecto
antifangico del AE al evaluar los compuestos timol y carvacrol. Escobar y
colaboradores (2010) encontraron lo mismo para la actividad antiprotozoaria del
aceite esta vez con Timol y carvona. Mufioz-Acevedo (2009) encontr6é que timol y
carvacrol presentaron incluso mayor actividad antioxidante que los AE que los
contenian. Finalmente Vicufia y colaboradores (2010) establecieron que el efecto
antigenotoxico del AE frente a bleomicina se debe al alto contenido de timol y/o
carvacrol en el aceite. En esta misma linea, reportes para otras especies
vegetales en las que timol y carvacrol también son los constituyentes mayoritarios
se ha encontrado que estos monoterpenos fendlicos cuentan en mayor o menor
medida con capacidad antigenotdxica y antimutagénica frente a diversos agentes
gue dafian en material genético, lo que sugiere su importancia farmacoldgica para

la prevencién del cancer (Ipek et al., 2005, Mezzoug et al., 2007).
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Cabe mencionar que timol y carvacrol también han resultado tener efectos
negativos. Se encontrgé por ejemplo que aumentan el nimero de revertantes en el
ensayo de Ames aunque no a niveles que se consideran significativos y que
resultaron ser genotoxicos en células de medula ésea de ratén (Stammati., et al.,
1999, Azirak y Rencuzogullari 2008). Asi mismo carvacrol fue téxico y timol
genotdxico en el modelo Drosophila melanogaster (Karpouhtsis et al., 1998). Por
su parte timol mostro efecto genotoxico en los ensayos de intercambio de
cromatides hermanas, aberraciones cromosOmicas y micronucleos en linfocitos
humanos (Buyukleyla y Rencuzogullari, 2009). Sin embargo algunos autores
proponen que la genotoxicidad encontrada en los compuestos mayoritarios en su
forma pura no corresponde con su participacion en aceites esenciales o mezclas

de estos dos compuestos (Demir et al., 2013, Karpouhtsis et al., 1998).

Finalmente, la genotoxicidad causada por la R-UV se debe principalmente a la
formacién de dimeros de pirimidina y 6-4 fotoproductos (Cadet et al., 2005). La
célula elimina este tipo de dafios mediante el mecanismo de reparacion por
escision de nucledtidos. Existen reportes de actividad bio-antimutagénica usando
monoterpenoides (De Flora, 1998). Teniendo esto en mente, uno de los posibles
mecanismos de accion del Carvacrol y el Timol podria ser por modulacion de los

mecanismos de reparacion de fotoproductos.

En el caso de L. origanoides quimiotipo cariofileno solo existe un reporte de la
evaluacion de la actividad antifangica del aceite, sin embargo este no fue activo en
las concentraciones evaluadas (Betancur-Galvis et al., 2011). Este quimiotipo ha
sido reportado solo dos veces y no ha sido tan ampliamente estudiado como los
otros dos (Betancur-Galvis et al., 2011, Stashenko et al., 2013). Por lo anterior, se
propone gque este no es un quimiotipo promisorio como fuente de compuestos con

actividad bioldgica.
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Este trabajo aporta nuevo conocimiento sobre potencial terapéutico de la especie
Lippia origanoides quimiotipos timol, carvacrol y cariofileno con la evaluacion de
sus propiedades antigenotdxicas. Asi mismo se sugiere que timol y carvacrol son
responsables del potencial fotoprotector encontrado en el AE de Lippia
origanoides quimiotipos timol y carvacrol, ya que como se menciond estos
compuestos quimicos son capaces de proteger el material genético frente al dafio

inducido por diferentes mutagenos.
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4. CONCLUSIONES

A partir de los datos obtenidos durante el desarrollo del trabajo experimental se
puede concluir que la dosis minima a la que se obtiene la maxima induccion del
gen sulA sin que se presente inhibicién de la sintesis de proteinas es 20,28 J/m?.

Los aceites esenciales de Lippia origanoides quimiotipos timol y carvacrol
presentaron actividad antigenotdxcia frente a radiacion ultravioleta tipo C, siendo
los quimiotipos méas promisorios como fuente de compuestos con actividad
fotoprotectora. Por su parte, el aceite esencial correspondiente al quimiotipo

cariofileno no exhibié una actividad antigenotoxica relevante.
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5. RECOMENDACIONES

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

presente pasantia de investigacion.
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