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RESUMEN

TITULO: COMPOSICION QUIMICA DE LOS ACEITES ESENCIAL ES DE LA
ESPECIE Lippia alba Y SU EFECTO ANTIGENOTOXICO FRENTE AL DANO
INDUCIDO POR LA BLEOMICINA EN EL SOS CHROMOTEST *

AUTOR: MOLKARY ANDREA LOPEZ DE LA TORRE **
PALABRAS CLAVE: Lippia alba, aceites esenciales, antigenotoxicidad, bleomicina,
SOS Chromotest.

El presente trabajo evalGa la composicion quimica y el efecto protector de los aceites
esenciales (AE) de la especie Lippia alba contra la genotoxicidad inducida por la
bleomicina en la enterobacteria Escherichia coli K12, cepa PQ-37. La extraccion de los
aceites esenciales fue realizada por medio de hidrodestilacion asistida por radiacion
microondas y la composicion de los aceites esenciales fue determinada por
Cromatografia de gases/Espectrometria de masas (CG-EM). Los compuestos
mayoritarios del aceite esencial de Lippia alba fueron citral (33 % geranial y 25 %
neral), geraniol (7 %) y trans-B-cariofileno (7 %) para el espécimen COL512077; y
carvona (38 %), limoneno (33 %), biciclosesquifelandreno (8 %) para espécimen
COL512078. La genotoxicidad y antigenotoxicidad de los aceites esenciales y sus
compuestos mayoritarios (citral, carvona y limoneno) fueron ensayados usando el
SOS Chromotest en Escherichia coli PQ-37. Los aceites esenciales fueron no
genotéxicos en el SOS Chromotest. Sin embargo uno de sus compuestos mayoritarios
(limoneno) muestra incrementos del factor de inducciéon SOS a dosis entre 91 y 1457
mM. Ambos aceites protegen las células bacterianas contra el efecto genotéxico
inducido por la bleomicina. La antigenotoxicidad de los dos quimiotipos de Lippia alba
fue relacionada con sus compuestos mayoritarios, citral y carvona, respectivamente;
siendo el citral el compuesto con mayor potencial quimiopreventivo. Los resultados del
trabajo fueron discutidos en relacion al potencial quimiopreventivo de los aceites
esenciales de Lippia alba y de sus compuestos mayoritarios, asi como en relacion a

su mecanismo de accion antigenotoxico.

* Proyecto de Grado.
** Universidad Industrial de Santander, Facultad de Ciencias, Escuela de Biologia.
Director: Jorge Luis Fuentes, Ph.D. y Co-Directora: Elena Stashenko, Ph.D.



ABSTRACT

TITLE: CHEMICAL COMPOSITION OF THE Lippia alba ESSENTIAL OILS AND ITS
ANTIGENOTOXICITY  AGAINST BLEOMYCIN-INDUCED DNA DAMA GE
MEASURED BY SOS CHROMOTEST *

AUTHOR: MOLKARY ANDREA LOPEZ DE LA TORRE ?
KEYWORDS: Lippia alba, essential oils, antigenotoxicity, bleomycin, SOS Chromotest.

The present work evaluated chemical composition and the DNA protective effect of the
essential oils (EO) from Lippia alba against bleomycin-induced genotoxicity in
Escherichia coli K12 cells, PQ-37 strain. The oils extraction was conducted by
microwave assisted- distillation and their chemical composition was determined by Gas
Chromatography / Mass Spectrometric (GC-MS) analysis. The major compounds of L.
alba EO were citral (33 % geranial and 25 % neral), geraniol (7 %) and trans-B-
caryophylene (7 %) for specimens COL512077; and carvone (38 %), limonene (33 %),
bis-cyclesesquiphellandrene (8 %) for specimens COL512078. The genotoxicity and
antigenotoxicity of the EO and its major compounds (citral, carvone and limonene)
were assayed using the SOS Chromotest in Escherichia coli PQ-37 cells. The EO were
not genotoxic in the SOS Chromotest, but one of the major compound (limonene)
showed increased SOS induction values for dose between 91 y 1457 mM. Both EO
protected bacterial cells against bleomycin-induced genotoxicity. The antigenotoxicity
for the two L. alba chemotypes was related with its major compounds, citral and
carvone, respectively, being the citral the compound with higher chemopreventive
potential. The work results were discussed in relation to the chemopreventive potential

of L. alba EO and its major compounds as well as their antigenotoxic mode of action.

! Thesis Project.
?Industrial University of Santander, Science Faculty, Biology School.
Tutor: Jorge Luis Fuentes, Ph.D. y Co-Tutor: Elena Stashenko, Ph.D.



INTRODUCCION

Hoy se acepta, que las plantas medicinales contienen valiosos
compuestos terapéuticos con estructuras quimicas muy efectivas, las
cuales han sido seleccionadas por mecanismos evolutivos durante
millones de afios (Newman et al., 2002; Boldi, 2004; Clardy y Walsh,
2004; Koehn y Carter, 2005).

Muchas de las drogas modernas tienen su origen en la medicina
tradicional y existe gran expectativa sobre el futuro papel de la
etnofarmacologia en el desarrollo de medicamento (Cordell y Colvard,
2005). Se estima que entre el 25 y 30 % del total de las drogas
terapéuticas disponibles en el mercado mundial son derivadas de
productos naturales. EI mercado de tales drogas, se ha incremento
grandemente durante los ultimos 10 afios, especialmente en paises
europeos como Alemania, Francia, lItalia, Inglaterra, Espafia; y mas
recientemente, en los Estados Unidos (Calixto, 2005; Gilani y Rahman,
2005; Patwardhan, 2005).

Dentro de sus propiedades beneficiosas, las plantas contienen
productos Utiles como agentes quimiopreventivos (Scartezzini y
Speroni, 2000; Park y Pezzuto, 2002; Balunas y Kinghorn, 2005; Issa et
al., 2006). El interés de los investigadores por desarrollar este tipo de
productos es creciente, dado por las ventajas que supone la prevencion
como modalidad para disminuir la incidencia de cancer. A diferencia de
los agentes antitumorales de origen vegetal usados comuinmente para
el tratamiento del cancer (Pezzuto, 1997; Graham et al. 2000; Cragg y

Newman, 2005; Shoemaker et al., 2005), los agentes quimiopreventivos



inhiben el proceso tumoral en fases tempranas de su desarrollo; y se
supone que éstos deben ser usados a dosis relativamente mas bajas
(De Flora y Ferguson, 2005).

La prevencion en poblaciones sanas frente a enfermedades
relacionadas con las mutaciones como es el caso del cancer, implica
tanto una revision del estilo de vida, evitar su exposicion a reconocidos
carcindgenos en el lugar de trabajo y en el hogar; asi como, una
adecuada quimioprevencion. Las medidas que progresivamente se han
ido aplicando para evitar o disminuir la exposicion a este tipo de
agentes ambientales han sido muy utiles, sobre todo en el campo de la
exposicion  ocupacional 'y, evidentemente, deben ampliarse
promoviendo cambios en determinados hébitos y disminuyendo la
contaminacion ambiental. Junto a estas medidas a potenciar, la
guimioprevencion o inhibicion de los procesos carcinogénicos por medio
de agentes quimiopreventivos (Sporn y Suh, 2000), esta cobrando cada
vez un mayor relieve. Recientes trabajos, enfatizan el uso de aceites
esenciales como fuente antitumoral, anti-carcinogénica y agentes

guimiopreventivos (Bakkali et al., 2008, Kaefer y Milner 2008).

El género Lippia perteneciente a la familia de las Verbenaceas, con mas
de 200 especies, cuenta con gran interés por la alta diversidad de
compuestos en sus aceites esenciales, con aplicacion en la industria
medico-farmaceéutica, textil, cosmética y alimenticia (Stashenko et al.,
2003). Lippia alba (Mill.) N.E. Brown (Verbenaceae) es un arbusto
aromatico, originario del bosque tropical y subtropical americano
(Bandoni, 2000). En Colombia, Lippia alba es popularmente conocida
como “Orégano de cerro”, “Pronto alivio” y “Curatodo” dependiendo de

la ciudad (Stashenko et al., 2003). La especie se caracteriza por la



variabilidad en la composicién de sus aceites esenciales, dependiendo
del origen del material vegetal, el estado de la planta y la parte de la
planta seleccionada para destilar el aceite esencial (Zoghbi et al, 1998).
Esta especie ha sido usada en remedios tradicionales contra
enfermedades digestivas y respiratorias pero también como analgésico,
antiinflamatorio y antihipertensivo (Pascual et al., 2001a; Hennebelle et
al.,, 2008a). Stashenko et al. (2004), demostraron su actividad
antioxidante in vitro, lo cual sugiere su potencial como quimiopreventivo

frente a agentes de tipo oxidativo.

En este estudio, se determind la composicion de los aceites esenciales
de dos especimenes de Lippia alba por cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas y se evalud la actividad
antigenotdxica de estos aceites contra el mutageno clastogénico
bleomicina por medio del ensayo SOS Chromotest (Quillardet et al.,
1982). Las propiedades antigenotoxicas de los compuestos mayoritarios
(citral, carvona y limoneno) fueron también estudiadas y su actividad se
compar6 con un compuesto estandar con efecto antioxidante (Trolox ®).
El presente proyecto, aporta nuevo conocimiento sobre la actividad
biolégica de los aceites esenciales de la especie aroméatica Lippia alba,
en particular, sobre sus actividades genotoxica y antigenotoxica.
Adicionalmente, el estudio permitio identificar los compuestos
responsables de la bioactividad detectada, los cuales se muestran con
potencial en la prevencion de enfermedades relacionadas con la

mutacién, como el cancer.



1. MARCO TEORICO

1.1 LOS ACEITES ESENCIALES

Un aceite esencial o esencia se define como una mezcla de
compuestos, que hacen parte del metabolismo de un vegetal,
generalmente son terpenos, que estan asociados 0 no a otros
componentes, la mayoria de ellos volatiles, y generan en conjunto el
olor de dicho vegetal (Bandoni, 2000). Son liquidos, liposolubles y
solubles en solventes organicos, generalmente con una densidad
menor que la del agua. Pueden ser sintetizados por todos los 6rganos
de la planta: flores, hojas, tallo, semillas, frutos, raiz, y son
almacenados en células secretoras, cavidades, canales, células

epidérmicas o tricomas glandulares (Burt, 2004).

Los aceites esenciales tienen diferentes funciones en las plantas, entre
ellas figuran: agentes antibacteriales, antivirales, antifungicos,
insecticidas, defensa contra herbivoros y, en algunas flores atraen
polinizadores. Aproximadamente 3000 aceites esenciales son
conocidos, de los cuales 300 son comercializados por la industria
farmacéutica, agronOmica, de alimentos, sanitaria, cosmética y de
perfumeria (Bakkali et al., 2008).

Existen innumerables especies vegetales con propiedades aromaticas.
Algunas familias botanicas son tradicionalmente fuente de productos

aromaticos, como las Pinaceas, Verbenaceas, Mirtaceas, Lamiaceas,



Rutaceas, Lauraceas, Piperaceas, Apiaceas y Asteraceas (Bandoni,
2000, Biocomercio sostenible, 2003).

1.2 MERCADO DE LOS ACEITES ESENCIALES

El mercado internacional de los aceites esenciales es de alrededor de
1300 millones de délares anuales; siendo los mayores exportadores los
Estados Unidos, Francia, Reino Unido, Brasil, China y Argentina
(Fundacion ExportAr 2003).

En Colombia, los volimenes de exportacion de aceites esenciales son
limitados; exportandose principalmente aceites de eucalipto, anis y de
algunos citricos a paises andinos como Perud, Ecuador y Venezuela. El
mayor volumen de importaciones en Colombia es realizada por las
casas de sabores y por empresas de alimentos y bebidas,
multinacionales que operan en el pais y realizan la importacion
directamente de sus casas matrices en el exterior (Biocomercio
Sostenible, 2003; Fundacion ExportAr, 2003).

Los aceites esenciales son materias primas e insumos industriales,

utiles en diferentes industrias, tales como:

Industria de las fragancias (perfumes, cosmeéticos, aseo y limpieza,
plasticos, textiles, pinturas, papeleria).

Industria de sabores o aromas (alimentos, licores, medicamentos,
tabacos y cigarrillos).

Industria de productos para medicamentos (medicina alternativa,

aromaterapia).



Industria con otras actividades quimicas (biocida, disolvente,

petroquimica).

1.3 METODOS DE EXTRACION DE ACEITES ESENCIALES

Para la obtencién de los aceites esenciales se conocen diferentes
técnicas, entre ellas: la hidrodestilacidn, la hidrodestilacion asistida por
radiacion microondas, la destilacion mediante arrastre con vapor, entre
otras (Bandoni 2000, Stashenko et al., 2004). Estas técnicas seran

descritas a continuacion.

1.3.1 Hidrodestilacion

La hidrodestilacion consiste en llevar a estado de ebullicibn una
suspension acuosa de un material vegetal, de tal manera, que los
vapores generados puedan ser condensados y colectados. El aceite

gue es inmiscible con agua, se separa posteriormente.

1.3.2 Hidrodestilacién asistida por radiacion micro ondas

Esta técnica fue patentada originalmente en Canada por Paré et al.,
(1989), y consiste en calentar el material vegetal inmerso en agua en
un horno microondas. Al aumentar la temperatura del medio, se rompen
las estructuras celulares que contienen a la esencia por efecto de su
presion de vapor. El aceite esencial es arrastrado por el vapor de agua,
condensado y colectado. La principal ventaja que presenta esta técnica

es su velocidad, pues pueden lograrse extracciones en minutos.

1.3.3 Destilacién mediante arrastre con vapor
Es una técnica en la cual se emplea dos liquidos inmiscibles y consiste

en una vaporizacion a temperaturas inferiores a las de la ebulliciones de



cada uno de los componentes volatiles por efecto de una corriente
directa de vapor de agua, el cual ejerce la doble funcién de calentar la
mezcla hasta su punto de ebullicion y disminuir la temperatura de
ebullicién por adicionar la tension de vapor, del vapor que se inyecta, a
la de los componentes volatiles de los aceites esenciales. Los vapores
gue salen del cuello de cisne se enfrian en un condensador donde
regresan a la fase liquida, los dos productos inmiscibles, agua y aceite
esencial, finalmente se separan en un decantador o vaso Florentino
(Bandoni, 2000).

1.4 DETERMINACION DE LA COMPOSICION QUIMICA DE LOS
ACEITES ESENCIALES

En la actualidad se han desarrollado diferentes técnicas instrumentales
de analisis para determinar la composicion quimica de los aceites, entre
ellas, las mas utilizadas son la cromatografia de gases y la
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas. Estas

técnicas seran brevemente explicadas a continuacion.

1.4.1 Cromatografia de gases

La cromatografia de gases es una técnica de separacion basada en
fendmenos de particion entre dos fases: una fase movil gaseosa y una
fase estacionaria constituida por un liquido muy viscoso retenido en el
interior de una columna cromatogréafica. El cromatégrafo cuenta con un
sistema de inyeccion que permite introducir la muestra en la columna, y
con un detector que registra las diferentes sustancias a medida que van
eluyendo de la columna, una vez separadas. La columna se coloca en
un horno con temperatura regulable y programable. Las columnas

cromatogréficas utilizadas actualmente son de tipo capilar: constituidas



por un tubo de cuarzo flexible (silice fundido) de diametro muy pequefio
(normalmente 0,25mm) y muy largo (25 a 60 m, hasta 200m): estas
proporcionan alta resolucion y permiten separar las mezclas
multicomponente con diversa polaridad o peso molecular de sus

constituyentes.

En el proceso de separacion la muestra es vaporizada y llevada por la
fase movil hacia la columna, basada en sus solubilidades a una
temperatura dada. Los componentes de la muestra (llamados solutos o
analitos) se separan con base en sus presiones de vapor relativo y
afinidad con la columna estacionaria. Este tipo de proceso

cromatogréfico se llama elucion (Bandoni, 2000; Grob, 1995).

Para la identificacion de los componentes de los aceites esenciales en
cromatografia de gases se utilizan los tiempos de retencién, tiempos de
retencion relativos y los indices de retencion. Los mas usados son los
indices de Kovéts (Kovats, 1965), que se calculan respecto a una serie
de n-alcanos. La definicion de estos indices es de gran aporte para la
identificacion de los componentes de las mezclas. Sin embargo, la
determinacion no puede basarse solo en ellos, ya que diferentes
compuestos tienen a veces indices muy similares. Por ello, se emplean
en combinacion con los indices de retencion otras técnicas como la

cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas.

1.4.2 Espectrometria de masas
La espectrometria de masas es una técnica instrumental que consiste
en ionizar una molécula neutra con electrones (70 eV) o por ionizacion

guimica. La identificacion de los componentes de los aceites esenciales



se realiza con base en sus espectros de iones positivos separados
teniendo en cuenta su relacién masa/carga.

En un espectro de masas, se observan, en abscisas, la relacion
masa/carga de los iones formados al fragmentarse la molécula y, en
ordenadas, la intensidad (abundancia) de cada uno de los iones
formados. Varios analizadores masicos (magnético, cuadrupolar, de
trampa ionica) se utilizan para obtener espectros de masas (Bandoni,
2000).

1.4.3 Cromatografia de gases acoplada a espectromet ria de masas
Es una técnica de acoplamiento de la cromatografia de gases con la
espectrometria de masas, que combina la separaciéon de componentes
con su selectiva y sensible deteccion (Grob, 1995; Mc Nair y Miller,
1998).

La cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
permite realizar en una sola operacion, para muestras del orden de 1 pl,
un analisis cualitativo junto con una indicacion de las proporciones en
las que se encuentran los componentes. Es un método muy adecuado
para la identificacion de los compuestos de los aceites esenciales,

debido a que éstos son volatiles y de bajo peso molecular.
1.5 EL GENERO Lippia

El género Lippia, pertenece a la familia Verbenaceae e incluye
aproximadamente 200 especies de hierbas, arbustos y pequefios
arboles; distribuidos principalmente en zonas tropicales de Africa,
Centro y Sur América. Las especies de este género se caracterizan por
ser muy aromaticas, de hojas simples, posicidn opuesta o decusada,

con margen entero o cerrado, flores zigomorfas, generalmente



hermafroditas y pequefias, formando cabezuelas (Judd et al., 1999;
Bandoni, 2000).

Diferentes especies del genero Lippia han sido usados como remedios
tradicionales, se les atribuye propiedades analgésicas, antiinflamatorias,
antiulcerativa, antimicrobiana, entre otras. Tradicionalmente se destaca
su uso en desérdenes gastrointestinales y respiratorios, algunas
especies se utilizan como condimento (Viana et al., 1998; Pérez et al.,
2005; Pascual et al., 2001b; Oliveira et al., 2007).

Dentro de la diversidad del género Lippia, la especie Lippia alba es un
arbusto originario del bosque tropical y subtropical americano. Es
ampliamente distribuido en América, desde México, Centro América y
América del Sur. Tiene hojas pequefias, aserradas, opuestas,
arométicas y de color verde. Las flores se presentan en grupo,
pequefas y rosadas. Por su contenido en aceites esenciales, es de

amplio uso en la medicina tradicional (Bandoni, 2000).

La especie Lippia alba se caracteriza por la variabilidad en la
composicion quimica de sus aceites esenciales. Con base en esa
variabilidad, se han propuesto diferentes quimiotipos (Pascual et al.,
2001a; Hennebelle et al., 2006, 2007, 2008; Oliveira et al., 2006). Los
guimiotipos son definidos como individuos de una misma especie, que
se diferencian entre si por la composicion de sus metabolitos
secundarios debido a condiciones geobotanicas, fisioldégicas y genéticas
de la plantas (Bandoni, 2000).

Hennebelle et al. (2006), define un sistema de clasificacion de Lippia

alba en siete quimiotipos con base en la composicion y las rutas
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biosintéticas comunes para los diferentes compuestos. Asi, el
Quimiotipo | tiene citral, linalool y [-cariofileno como mayores
constituyentes (cuatro subtipos). En el quimiotipo Il el compuesto
mayoritario es la tagetenona. El quimiotipo Il contiene como
compuestos mayoritarios el limoneno y la carvona o0 cetonas
monoterpénicas biosintéticamente relacionadas, siendo este quimiotipo
el mas comun. El quimiotipo IV contiene mirceno, el quimiotipo V, y-
terpineno, el quimiotipo VI, alcanfor y 1,8-cineol, y el quimiotipo VII,
estragol. En Colombia, se han identificado los quimiotipos | y IIl, y un
guimiotipo raro, que es la combinacibn de estos dos ultimos
(Stashenko et al., 2010).

CH, CHy
e
o I
<
| Q
P
H3C CHs HoC CH,
Geranial Meral
CH- CH3
O
— —
==
e H3C CH2
H.C™ SCH,
Carvona Limoneno

Figura 1. Estructuras quimicas de los compuestos mayoritarios de
aceites esenciales de Lippia alba, (cultivada en Colombia). Quimiotipo I:

citral (geranial y neral); Quimiotipo Ill: carvona y limoneno.
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El aceite esencial, extractos o compuestos mayoritarios de Lippia alba
muestran actividad antiviral, antibacterial, antifingico y antiparasitico
(Pino et al., 1996, Abad et al., 1997, Andrighetti-Frohner et al., 2005,
Teixeira-Duarte et al., 2005, de Carvalho y da Fonseca 2006, Oliveira et
al., 2006, Sena-Filho et al., 2006, Paduch et al., 2007, Ara et al., 2009,
Arruda et al.,, 2009), soportando su uso en el tratamiento de
enfermedades de origen microbiano. Adicionalmente a las propiedades
antimicrobianas, los aceites esenciales de Lippia alba muestran efectos
como analgésico, antiinflamatorio y sedativo en modelos de mamiferos;
propiedades que estan relacionadas con los compuestos mayoritarios
del aceite esencial, citral, mirceno y limoneno (Viana et al., 1998, 2000,
Vale et al., 1999, 2002). Asi mismo, los extractos etandlicos de Lippia
alba muestran efecto sedativo (Zetola et al., 2002, Hennebelle et al.,
2007, 2008b) y los extractos acuosos reducen la tasa cardiaca y la
ulceracion gastrica inducida por indomethacin en ratas (Pascual et al.,
2001b, Gazola et al., 2004).

Trabajos recientes enfatizan el uso de aceites esenciales como fuente
de agentes antitumorales, anti-carcinogénico (Bakkali et al., 2008,
Kaefer y Milner, 2008). Lippia alba cuenta con demostrado efecto
antioxidante in vitro (Stashenko et al., 2004), que soporta su potencial
uso como quimiopreventivo. En tal sentido, las propiedades
guimiopreventivas de terpenoides de Lippia alba como limoneno,
carvona y alcohol perilico estan bien documentadas (de Carvalho y da
Fonseca, 2006, Paduch et al., 2007, Rabi y Bishayee, 2009), pero poco
es conocido sobre la actividad quimiopreventiva de otros constituyentes
del aceite esencial de Lippia alba, como citral (Nakamura et al., 2003,
Seo et al.,, 2008). Todos estos estudios, y otros no referenciados,

validan las propiedades biologicas de los aceites esenciales de la
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especie Lippia alba y evidencian la necesidad de profundizar en el
conocimiento sobre las propiedades quimiopreventivas y genotéxicas

de sus aceites esenciales y compuestos mayoritarios.

1.6 SOS CHROMOTEST

El SOS Chromotest es un ensayo colorimétrico desarrollado para la
deteccién de carcinbgenos descrito por Quillardet et al. (1982). El
ensayo utiliza la enterobacteria Escherichia coli PQ37 para monitorear
de la expresién del gen sfiA (un gen regulado por la respuesta SOS) por
medio de una fusion transcripcional con el gen lac Z, el gen estructural
de la B-galactosidasa. Esta cepa cuenta con otras caracteristicas
relevantes relacionadas a continuacion. Una deleccion en operén lac
gue la hace deficiente en la sintesis de 3-galactosidasa; de tal manera,
gue la sintesis de esta enzima estd totalmente supeditada a la
induccion del gen sfiA producto de la exposicion a agentes que dafan el
ADN bacteriano. La cepa cuenta ademas, con una mutacion en el gen
uvrA que la hace deficiente en la reparacion por excision de
nucleédtidos, una mutacién en el gen rfa que la hace mas permeable a
los compuestos quimicos por una deficiencia en los polisacaridos de
membrana, y una mutacién que la hace constitutiva para la actividad
Fosfatasa alcalina, lo que permite evaluar la toxicidad de los agentes
evaluados mediante la inhibicion de sintesis de proteinas (Quillardet et
al., 1982, 1985, 1989).

El SOS Chromotest presenta ventajas frente a otros ensayos, dado que
los resultados se obtienen en apenas unas horas, no requiere un
laboratorio especializado ni esterilidad de la muestra. La sensibilidad y

reproducibilidad del ensayo es comparable con las de otros ensayos de
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amplio uso como el ensayo de reversion geénica en Salmonella
typhimurium; por lo que ha sido ampliamente utilizado para la
evaluacion de agentes mutagénicos y carcinogénicos (Quillardet et al.,
1985; Ohta et al., 1984; Von der Hude et al. 1988; Miertus et al. 1987;

Mersch-Sundermann et al. 1994).

1.7 BLEOMICINA

La bleomicina es una familia de antibioticos glicopéptidos aislados de
Steptomyces verticillus (Umezawa et al. 1966). Tiene una potente
actividad antitumoral contra diferentes tipos de linfomas, cancer de
cabeza, cuello y tumores en células germinales (Chen y Stubbe, 2005;
Hecht S., 2000). Los efectos mutagénicos y citotoxicos de la bleomicina
revelan su habilidad para causar dafio en el ADN produciendo roturas
de simple y doble cadena del enlace fosfodiéster azucar-fosfato,
ademas de producir oxidacion de lipidos, hidrolizar puentes amino de
proteinas y promover eventos de clivaje en el RNA. El dafio ocasionado
es similar al de las radiaciones ionizantes, por lo cual se le considera

como un radiomimético (Claussen y Long, 1999).
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2. METODOLOGIA

2.1 MATERIAL VEGETAL

Las plantas de Lippia alba fueron colectadas en los canteros
experimentales del Centro Nacional de Investigaciones para la
Agroindustrializacién de Especies Vegetales Aromaticas y Medicinales
Tropicales (CENIVAM), localizado en el campus de la Universidad
Industrial de Santander. La identificacién taxonémica de la especie fue
realizada por el Dr. José Luis Fernandez Alonso, en el Herbario
Nacional Colombiano del Instituto de Ciencias Naturales (Universidad
Nacional de Colombia, Bogotd). Se utilizaron dos especimenes de
Lippia alba, identificados con los vouchers COL512077 y COL512078.

Figura 2. Lippia alba (Mill) N.E. Brown.
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2.2 EXTRACCION DE ACEITES ESENCIALES DE Lippia alba

Los aceites esenciales fueron extraidos de hojas e inflorescencias de la
especie Lippia alba, especimenes COL512077 y COL512078. El
método utilizado fue hidrodestilacién asistida por radiacion microondas
(MWHD), segun el procedimiento descrito por Stashenko et al. (2004).
El equipo de destilacion fue de tipo Clevenger con reservorio de
destilacion Dean-Stark y con una adaptacion al calentamiento por
radiacion microondas en un horno domeéstico marca LG- Intelowave.
Para cada extraccion, se pesaron 300 g de material vegetal. El tiempo
total de cada extraccion fue de 60 min, subdividido en cuatro periodos
de 15 min, con intervalos de 5 min, entre ellos. La potencia se fij6 a
720W.

2.3 PREPARACION DE MUESTRAS

Los aceites esenciales obtenidos por hidrodestilacion asistida por
radiacion de microondas se separaron por decantacion en la trampa
Clevenger. El agua residual fue secada con Na,SO, anhidro. Luego, se
prepararon las muestras para el analisis cromatografico tomando 25 uL
de aceite esencial, 1uL de n-tetradecano (Istd) y aforando con
diclorometano a un volumen final de 1mL. Los aceites esenciales
obtenidos en las extracciones se almacenaron a 4 °C, para su posterior

estudio.
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2.4 ANALISIS DE LA COMPOSICION DE LOS ACEITES
ESENCIALES DE Lippia alba

Para la identificacion de los compuestos presentes en los aceites
esenciales de la especie Lippia alba, se uso la técnica de cromatografia
de gases acoplada a espectrometria de masas. Se utiliz6 un
cromatografo de gases (equipo Agilent Technologies 6890 Plus Series
GC System acoplado a un detector selectivo de masas Agilent
Technologies 5973 Network), equipado con un puerto de inyeccion
split/splitless (250°C, relacion de split 30:1) y un inyector automatico
Agilent 7863. Se empled una columna apolar DB5-MS (J & W Scientific,
Folsom, CA, EE.UU.) de 60 m x 0.25 mm, D.l. x 0.25 ym, ds, con fase
estacionaria de 5% fenil poli (metilsiloxano). El gas de arrastre utilizado
fue helio, con una presion de entrada a la cabeza de la columna de
16.47 psi y un flujo constante de 1 mL/min. La temperatura del horno se
program6 de manera escalonada con una temperatura inicial de 45 °C
(5 min), hasta 150 °C (2 min) a 4 °C/min, luego, se aumentd la
temperatura hasta 250 °C (5 min) a 5 °C/min, finalmente, se llevd hasta
275 °C (15 min) a 10 °C/min. La temperatura del inyector y del detector
fueron 250 y 285 °C, respectivamente.

Los datos cromatograficos y espectrométricos se recopilaron y
procesaron con el programa Hewlett-Packard ChemsStation G17001DA
(Versién 00.01.27, 2002).

2.5 IDENTIFICACION DE LOS COMPUESTOS EN LOS ACEITES
ESENCIALES DE Lippia alba

La identificacion de los compuestos presentes en el aceite esencial se

realiz6 comparando los indices de retencién lineales y patrones de
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fragmentacion obtenidos a partir de los espectros de masas
experimentales y comparados con los existentes en las librerias de
espectros ADAMS, WILEY 138K, NBS 75K y NIST 02.

Los indices de retencion se calcularon teniendo en cuenta los tiempos
de retencion de una serie homologa de patrones de hidrocarburos
desde Cg hasta Cys; los cuales se corrieron por cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas bajo las mismas condiciones
operacionales que los aceites esenciales analizados. Para su calculo se

utilizé la siguiente ecuacion:

to, —t
I =100 [h +100| =—= | Ecyacion 1

v — Uk

Donde:

Ik es el indice de retencion del compuesto de interés,

n es el numero de atomos de carbono del n- alcano que eluye antes del
compuesto de interés,

trx €S el tiempo de retencion del compuesto de interés,

trn €s el tiempo de retencibn de n-alcano que eluye antes del
compuesto de interés,

trn €s el tiempo de retencidbn de n-alcano que eluye después del

compuesto de interés.
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2.6 CUANTIFICACION DE LOS COMPUESTOS DE LOS ACEITES
ESENCIALES DE Lippia alba

Para la cuantificaciéon de los compuestos presentes en los aceites
esenciales se calcularon dos pardmetros: la concentracion relativa y el

porcentaje relativo; los cuales fueron determinados, segun las

ecuaciones:
[ A, OM , }
[ Jrelativa = \'j‘T Ecuacion 2
A
) A [100
% relativo = —— Ecuacion 3
AT
Donde:

Ax es el area bajo la curva del pico correspondiente al compuesto de
interés,

Ma es la masa del aceite incorporada a la muestra cromatogréfica,

At es el &rea bajo la curva de todos los picos cromatogréficos,

Va es el volumen del aceite incorporado a la muestra cromatografica.

2.7 CEPA DE ENSAYO Y CONDICIONES DE CULTIVO

El estudio de la antigenotoxicidad fue realizado con la enterobacteria
Escherichia coli PQ37 de genotipo F thr leu his-4 pyrD thi galE or galT
lac AU169 srl300:: Tn10 rpoB rpsL rfa trp::Muc® SfiA::Mud(Ap, lac)cts.;
la cual fue crecida en 20 mL de medio Luria Bertani (Triptona 10 g,

Extracto de levadura 5 g, cloruro de sodio 10 g), suplementado con 50
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pg/mL de ampicilina y 17 pg/mL de tetraciclina, e incubada a 37° C con
agitacion permanente durante toda la noche.

Al dia siguiente el cultivo fue diluido, mezclando 2 mL del medio crecido
con 20 mL de medio fresco debidamente suplementado, y se incubo a
37°C con agitacion permanente (durante aproximadamente dos horas)

hasta obtener una densidad optica de 0.4 a 600 nm.

2.8 ENSAYO DE GENOTOXICIDAD

La genotoxicidad de los aceites esenciales y de sus compuestos
mayoritarios fue evaluada usando el ensayo SOS Chromotest

(Quillardet et al., 1982), como se describe en la Tabla 1.

Tabla 1. Tratamientos utilizados en la evaluacion de la genotoxicidad de

los aceites esenciales y sus compuestos mayoritarios.

. Aceite Bleomicina
Tratamiento Células, esencial Agua,
(ML) Loy (Guemb)
(pL)
Control (+) 500 - - 500
Control (-) 500 - 500
Concen. 1 500 500
Concen. 2 500 500
Concen. 3 500 500
Concen. 4 500 500
Concen. 5 500 500
Concen. 6 500 500

Para cada tratamiento, se desarrollaron un minimo de tres
experimentos independientes y siempre se incluyeron en cada
experimento controles positivos (bleomicina,1 pg/mL) y negativo (agua
destilada estéril). Los ensayos enziméticos fueron realizados por
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triplicado para cada tratamiento y en paralelo para la 3-galactosidasa y

la fosfatasa alcalina.

2.8.1 ENSAYOS ENZIMATICOS

2.8.1.1 Ensayo de la B-galactosidasa

Se dispensaron en tubos de ensayo 1400 pL de Buffer Z (Na,HPO,
2.97 g, NaH,PO4 x H,0 1.1 g, KCI 0.15 g, MgSO,4 x 7 H,O 0.049 g, SDS
0.2 g, B-mercaptoetanol 0.54 mL) y 150 pL de células, la mezcla se
incubd a temperatura ambiente durante 20 min, para promover la lisis
celular. Luego, se adiccionaron 300 pL de sustrato 2-nitrofenil-3-D-
galactopyranosido y se incubé durante 40 min para desarrollo de color.
La reaccion se detuvo con con 500 pL de carbonato de calcio (NaCOs)

1My se restauro el color con 500 pL de Tris 2 M.

2.8.1.2 Ensayo de la fosfatasa alcalina

Se dispensaron en tubos de ensayo 1300 pL de buffer T, 70 pyL de
cloroformo, 50 puL de SDS 0.1 % y 150 pL de células; la mezcla se
incubd a temperatura ambiente durante 20 min para promover la lisis
celular. Luego, se adiccionaron 300 pL de sustrato p-nitrofenilfosfato y
se incubd durante 40 min para desarrollo de color. La reaccion se
detuvo con 500 pL de HCL 2 My se restauro el color con 500 pL de Tris
2 M.

Para ambos ensayos, el desarrollo de color se cuantificO a 420 nm
usando un espectofotometro Sensident Scan RS-232c (Merck,

Darmstadt, Alemania).
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Figura 3. Espectrofotometro Sensident Scan RS-232c.

2.8.2 Criterio de genotoxicidad

Como criterio de genotoxicidad se utilizé el Factor de Inducién SOS (IF),

segun lo indicado por Quillardet et al. (1989):

{ B G (o ) }
IF = { ﬂFi ((((ito _)))} Ecuacion 4.
FA c -

Donde:

RG es la actividad enzimatica de la 3-galactosidasa,
FA es la actividad enzimatica de la fosfatasa alcalina,
tto son los tratamientos con el compuesto evaluado,

C- es el control negativo del experimento.
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Se consider6 lo siguiente: i) Valores del IF menores de 1.5 son “no
genotoxicos”, ii) Valores entre 1.5 — 2.0 son “inconclusos”, v iii) Valores

mayores de 2.0, y una clara relacion dosis-actividad, son “genotdxicos”.

2.9 ENSAYO DE ANTIGENOTOXICIDAD

La actividad antigenotoxica de los aceites esenciales y de sus
compuestos mayoritarios frente al mutageno bleomicina, se estudio
mediante el ensayo SOS Chromotest y usando experimentos de co-
incubacion. Para ello, 8 mL de las células crecidas hasta densidad
optica de 0.4 a 600 nm, se centrifugaron durante 15 min a 12000 rpm.
El pellet celular fue suspendido en 8 mL de LB (2X), suplementado con
2 pg/mL de bleomicina, dispensado a razon de 500 pL en tubos
Eppendoff que contenian igual volumen del aceite esencial o
compuesto a evaluar. Las muestras se incubaron a 8 °C durante 30 min
y, luego, a 37 °C durante 2 h. Los ensayos enzimaticos se desarrollaron
como fue descrito en el acapite 2.8.1. Para cada tratamiento, se
realizaron al menos tres experimentos independientes con 4 réplicas

cada uno.

2.9.1 Criterio de antigenotoxicidad

Como criterio de antigenotoxicidad se uso el porcentaje de inhibicion de
genotoxicidad (%IG), el cual representa la capacidad de proteccion del
ADN por la sustancia probada y se calcula para cada tratamiento segun

la siguiente ecuacion:
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%IG=1- I Feo =1 FgasaL x100 Ecuacion 5.

| Foieo = 1 Fgasac
Donde:
IFco es el factor de induccién SOS en las células co-tratadas (sustancia
+ Bleomicina),
IFeasaL €s el factor de induccion SOS basal,

IFeLeo €s el factor de induccion SOS en las células tratadas con

Bleomicina.

2.10 ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

Para los tratamientos se calcularon los valores medios de RG, FA y Fl,
y sus correspondientes errores estandar. La normalidad de los datos se
comprob6 mediante una prueba de Kolmogorov-Smirnov y la
homogeneidad de varianza de los datos por medio de una prueba de F-
maxima. Los valores medios fueron comparados usando una prueba t-
student. La relacidén dosis respuesta en el analisis de genotoxicidad se
comprobo6 por medio de un analisis de correlacion producto-momento
(correlacion de Pearson). En todos los analisis se us6 el paquete
estadistico STATISTICA V.6 (STATSOFT Inc, 2003) y una significacion,
p <0.05.
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3. RESULTADOS

3.1 EXTRACCION DE LOS ACEITES ESENCIALES DE Lippia alba

Los aceites esenciales extraidos de Lippia alba vouchers COL512077 y
COL512078, por la técnica de hidrodestilacion asistida por radiacion
microondas, mostraron rendimientos de 0,58% 'y 1,34%
respectivamente; los cuales fueron calculados como el porcentaje de la
relacion entre el peso en gramos del aceite esencial y del material
vegetal de partida. La densidad de los aceites esenciales fue de 0,894
g/mL para espécimen COL512077 y de 0,906g/mL para espécimen
COL512078. Las densidades fueron estimadas con picnOmetro de
9,814 mL (BRAND, Wertheim, Alemania) calibrado a una temperatura
de 20°C.

3.2 COMPOSICION QUIMICA DE LOS ACEITES ESENCIALES D E
Lippia alba

Los compuestos de Lippia alba identificados por cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de gases, se muestran en la Tabla 2,
en su orden de elucién en la columna DB-5MS. Se reportan dos
parametros: la cantidad relativa y la concentracién de cada compuesto,
esta Ultima calculada con base en la densidad del aceite y el area

relativa de cada compuesto en el cromatograma.
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Tabla 2. Composicion quimica de los aceites esenciales de Lippia alba,
obtenidos por hidrodestilacion asistida por radiacion microondas.

COL512077 COL512078
N°  Compuestos Ik % C(mg/mL) % C(mg/mL)
1 a-Pineno 937 0,1 0,9 0,1 1,2
2 Canfeno 954 - - 0,4 3.4
3 Verbeneno 967 - - 0,2 1,4
4  1-Octen-3-ol 981 0,3 2,7 - -
5 B-Pineno+1-Octen-3-ol 982 - - 0,1 1,1
6 6-Metil-5-hepten-2-ona 986 2,2 19,8 - -
7 -Mirceno 990 0,2 1,6 1 9,0
8 a-Felandreno 1010 0,2 2,0 - -
9 p-Cimeno 1028 0,2 1,7 - -
10 Limoneno 1035 2,5 22,4 33,2 300,8
11  trans-B-Ocimeno 1048 0,4 3,3 1 9,3
12 Linalool 1101 1,8 16,2 0,7 6,3
13  trans-p-Mentha-2,8-dien-1-ol 1127 - - 0,3 2,6
14  cis- Oxido de Limoneno 1138 - - 0,1 1,3
15 Isobutanoato de cis hexen-3-ilo 1140 0,1 0,8 - -
16  cis-p-Mentha-2,8-dien-1-ol 1141 - - 0,2 15
17  Citronelal 1153 1 8,9 - -
18 Epodxido de Rosafurano 1171 0,1 0,9 - -
19 Borneol 1180 - - 0,6 5,8
20 cis-Dihidrocarvona 1203 - - 0,3 2,4
21 trans-Dihidrocarvona 1210 - - 0,2 2,2
22 trans-Carveol 1227 - - 0,3 2,3
23 Nerol 1228 2 18,2 - -
24  Neral 1246 25,4 231,2 - -
25  Geraniol 1254 7,1 64,8 - -
26  Carvona 1257 - - 38,1 344,8
27  Piperitona 1263 - - 4.4 40,0
28  Geranial 1276 33,1 302,0 - -
29  Piperitenona 1349 - - 4,3 38,9
30 Acetato de nerilo 1357 0,2 1,9 - -
31 Acetato de geranilo 1376 2,7 24,8 - -
32 o-Copaeno 1384 - - 0,1 0,9
33  B-Burboneno + B-Elemeno 1394 - - 2,2 20,0
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34 B-Elemeno 1397 1,9 17,1 1,2 11,0

35 B-llangeno 1429 - - 0,3 2,7
36 trans-B-Cariofileno 1432 6,6 58,8 0,2 1,5
37  B-Gurjuneno 1441 - - 0,3 2,3
38 a-Guaieno 1444 1,2 10,6 - -
39 trans-B-Farneseno 1456 0,2 1,6 0,8 7,4
40 a-Humuleno 1469 1,3 11,3 - -
41  epi-(E)-9-Cariofileno 1473 0,1 1,1 0,3 2,9
42  Biciclosesquifelandreno 1493 1,2 11,2 7,7 70,1
43  Biciclogermacreno 1507 - - 0,5 4,6
44  a-Bulneseno 1511 0,6 51 - -
45  cis-a-Bisaboleno 1547 0,6 5,4 - -
46  Oxido de cariofileno 1599 0,5 4,2 - -

N° Orden de elucién en la columna DB-5MS. Ik, indice de retencién (Kovats, 1965), calculado
para un minimo de tres cromatogramas independientes. %, Porcentaje del compuesto basado
en el area del pico en el cromatograma. C(mg/mL): Concentracion de cada compuesto
estimada a partir de la densidad de cada aceite esencial y del &rea relativa del pico de cada
compuesto en el cromatograma.

Para cada espécimen, fueron identificados 28 compuestos que
representan el 94% para el espécimen COL512077 y el 99% para el
espécimen COL512078 de los compuestos totales presentes en cada
espécimen. No se pudo identificar los compuestos con indices de
Kovats calculados (IK): 1112, 1145, 1162, 1197, 1235, 1269, 1281,
1297, 1388, 2117.

El andlisis de los aceites esenciales de Lippia alba, mostr6 marcadas
diferencias en la composicion de los dos especimenes. Los dos
especimenes COL512077 y COL512078 presentaron un mayor
contenido de monoterpenos oxigenados, 73,5% y 49,4%,
respectivamente, seguido de hidrocarburos monoterpénicos, espécimen
COL512078 (36%) y espécimen COL512077 (3,5%); mientras que los
sesquiterpenos oxigenados se detectaron en porcentajes muy bajos
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(0,5 %) en el espécimen COL512077 o no se detectaron en espécimen
COL512078 (Tabla 3).

Tabla 3. Clasificacién de los compuestos por familias, presentes en los
aceites esenciales de Lippia alba.

COL512077 COL512078

Clase de compuesto (%) (%)
Hidrocarburos monoterpénicos 3,5 36
Monoterpenos oxigenados 73,5 49,4
Hidrocarburos sesquiterpénicos 13,6 13,6
Sesquiterpenos oxigenados 0,5 0,0
Otros no identificados 5,4 1,0
Total 96,5 100

En el caso del espécimen COL512077, los compuestos mayoritarios
fueron los monoterpenos oxigenados geranial (33 %), neral (25 %),
geraniol (7 %) y trans-B-cariofileno (7 %) con concentraciones relativas
de 302, 231, 65 y 59 mg/mL, respectivamente. Para el espécimen
COL512078, los compuestos mayoritarios fueron el monoterpeno
oxigenado carvona (38 %), el limoneno (33 %) y biciclosesquifelandreno
(8 %), con concentraciones de 345, 301 y 70 mg/mL, respectivamente.

De acuerdo con la caracterizacion quimica de los aceites esenciales de
Lippia alba, se comprobdé que los especimenes COL512077 vy
COL512078, corresponden a los quimiotipos | (citral: isémeros geranial

y neral) y lll (carvona/limoneno), segun la clasificacion indicada por
Hennebelle et al., (2006). En la Figura 3, se muestran los perfiles

cromatogréaficos de cada aceite esencial.
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Figura 3. Perfiles cromatograficos de la especie Lippia alba. A: Espécimen COL512077. B:
Espécimen COL512078. Los compuestos son enumerados segun el orden de elucion en la
columna DB-5MS segun se indica la Tabla 2. Se presentan ademds, las estructuras quimicas
de los compuestos mayoritarios. Istd: Patron interno (n-tetradecano). NI: Compuestos no

identificados.
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3.3 EFECTO GENOTOXICO DE LOS ACEITES ESENCIALES DE
Lippia alba

La genotoxicidad de los aceites esenciales de Lippia alba fue evaluada
en la cepa Escherichia coli PQ37 usando el ensayo SOS Chromotest.
Se consideraron diez concentraciones entre 0,9 y 450 mg/mL del aceite

esencial (Tabla 4).

Tabla 4. Efecto genotdxico de los aceites esenciales de Lippia alba,
medido con el ensayo SOS Chromotest.

COL512077 (n=3) COL512078 (n=3)

Tratamientos FA' IF FA' IF’

Control - 0.015 +0.006 1.0+0.3 0.032 +£0.008 0.9+0.6
Control + 0.011+0.004n.s 6+2.7* 0.028+0.012ns 8+04*

AE (0.9 mg/ml) 0.015+0.005n.s 0.8+0.6n.s 0.022+0.009n.s 0.7+0.5n.s
AE (1.7 mg/ml) 0.053 £0.016 * 0.4+0.3ns 0.052+0.013 * 0.3+0.2ns
AE (3.5 mg/ml) 0.160 +£0.039 * 0.2+0.1ns 0.105+0.043 * 0.4+0.2ns
AE (7.0 mg/ml) 0.171+0.052 * 0.3+0.1ns 0.221 £0.080 * 0.5+0.3n.s
AE (14.1 mg/ml) 0.138 £0.023 * 0.4+0.1ns 0.332+0.059 * 0.7+0.3n.s
AE (28.1 mg/ml) 0.141 £0.034 * 0.6+0.2n.s 0.290 £0.055 * 0.7+0.2ns
AE (56.2 mg/ml) 0.224 +£0.052 * 0.3+0.1ns 0.251+0.073 * 0.6+0.2n.s
AE (112.5 mg/ml) 0.272 £0.061 * 0.2+0.1ns 0.183+0.062 * 0.6+0.3n.s
AE (225.0 mg/ml) 0.228 £0.073 * 0.5+0.3n.s 0.096 £0.043 * 1.0+0.7ns
AE (450.0 mg/ml) 0.141 +0.030 * 0.5+0.1ns 0.074 £0.027 * 0.7+0.3n.s

' Valores promedios de la actividad fosfatasa alcalina (FA) y del factor de induccion SOS (FI)
de un minimo de tres experimentos independientes con tres réplicas cada uno y con sus
correspondientes errores estandar. *, Incremento significativo (p< 0,05) respecto al control
negativo encontrados usando el test Student’s. n.s, valores no significativos respecto al control
negativo.

Durante el estudio de estos aceites, se observo un efecto estimulante
significativo de la sintesis de proteinas (medida mediante la actividad de
la fosfatasa alcalina), lo cual se sugiere que estos aceites estimulan el

crecimiento celular en la cepa de ensayo. Estos datos demuestran, que
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los aceites no resultaron toxicos para las células bacterianas en el

rango de concentraciones evaluadas.

Adicionalmente, los aceites esenciales estudiados no indujeron la
respuesta SOS en la cepa Escherichia coli PQ37, segun indican los
valores del factor de induccién SOS (IF). Por el contrario, este indicador
mostré valores menores a la unidad sugiriendo un potencial efecto

antigenotoxico para los aceites.

3.4 EFECTO ANTIGENOTOXICO DE LOS ACEITES ESENCIALES DE
Lippia alba

El efecto antigenotoxico de los aceites esenciales de Lippia alba frente
al dafio producido por la bleomicina en el ADN de la cepa Escherichia
coli PQ37 fue evaluado para un rango de dosis de los aceites entre 1,7
y 450 mg/mL (Tabla 5). A tales fines, se us6 durante los co-tratamientos
una dosis de 1 pg/mL de bleomicina, segun lo indicado por Vicufa et
al., (2009).

Ambos especimenes de Lippia alba (COL512077 y COL512078),
mostraron un claro efecto antigenotoxico frente a la bleomicina para el
rango de dosis comprendido 28,1 y 450 mg/mL. El porcentaje de
inhibicion de la genotoxicidad incrementdé con la dosis del aceite
ensayada, sugiriendo que uno o varios componentes antigenotoxicos en

los aceites tienen un mecanismo directo de accion.
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Tabla 5. Efecto antigenotoxico de los aceites esenciales de Lippia alba,
frente al dafio inducido por la bleomicina, medido con el ensayo SOS
Chromotest.

FI' (% 1G) (n=3)

Tratamientos COL512077 COL512078
Control - 1+0.1 1+0.0
Control + 6+1.2 5+14
AE (450.0 mg/ml) 05+0.1 0.7+0.3

AE (450.0 mg/ml) + Bleo
AE (225.0 mg/ml) + Bleo
AE (112.5 mg/ml) + Bleo
AE (56.2 mg/ml) + Bleo
AE (28.1 mg/ml) + Bleo
AE (14.1 mg/ml) + Bleo
AE (7.0 mg/ml) + Bleo
AE (3.5 mg/ml) + Bleo
AE (1.7 mg/ml) + Bleo

0.4 +£0.1 (100 %) *
0.5+0.1 (100 %) *
0.9 £0.3 (100 %) *
0.9 +0.5 (100 %) *
19+05 (81%)*
5+1.2 (17%)n.s
5+1.2 (17%)n.s
5+1.2 (15%)n.s
6+2.1 (6%)n.s

0.4 + 0.1 (100 %) *
0.6 £0.2 (100 %) *
0.5+ 0.2 (100 %) *
0.9 + 0.6 (100 %) *
2+1.6 (68%)*

5+23 (9%)n.s
7+22 (0%)n.s
7+1.1 (0%)n.s
6+0.8 (0%)n.s

' Valores promedios del factor de induccién SOS (FI) de un minimo de tres experimentos
independientes con tres réplicas cada uno y sus correspondientes errores estandar. (% 1G),
Porcentaje de inhibicion de la genotoxicidad. *, Reduccion significativa (p<0,05) respecto al
control positivo, encontrada usando el test de Student’s. n.s., valores no significativos respecto
al control positivo.

3.5 EFECTO GENOTOXICO DE LOS COMPUESTOS
MAYORITARIOS DEL ACEITE ESENCIAL DE Lippia alba

Previa a la evaluacion del efecto antigenotoxico de los compuestos

mayoritarios de los aceites esenciales, se estudid si estos resultaban
genotoxicos en el modelo experimental usado (Tabla 6).
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Tabla 6. Estudio de la genotoxicidad de los compuestos mayoritarios de
los aceites de la especie Lippia alba mediante el ensayo SOS
Chromotest.

citral FI' (n=3) | S(+)carvona  FI' (n=3) | R(+)limoneno  FI" (n=3)
Control- 1+0.1 Control - 1+0.1 Control - 1+0.1
Control + 8 +1.6* Control + 6 +0.9% Control + 9+1.1%
2915mM 0.6 +0.1ns | 2915 mM 1.2+03ns | 2915 mM 0.9+0.3ns
1457 mM 0.6 £0.1ns | 1457 mM 1.0+0.2ns | 1457 mM 2.0 £0.9%
729 MM 0.8%0.2ns | 729 mM 13+04ns | 729 mM 6+1.2*
364mM 1.3+0.2ns | 364 mM 14+03ns | 364 mM 5+1.0*
182 mM 1.2+0.2ns | 182 mM 13+0.1ns | 182 mM 2+0.3*

91 mM 12+02ns | 91 mM 12+02ns | 91 mM 1.6 +0.2*
45 mM 12+02ns | 46 mM 1.3+03ns | 46 mM 14+03ns
23 mM 12+02ns | 23 mM 11+02ns | 23mM 14+02ns
12 mM 1.0+03ns | 12mM 09+02ns | 12mM 1.3+03ns

' Genotoxicidad. Valores promedios del factor de induccién SOS (FI) de un minimo de tres
experimentos independientes con tres replicas cada uno y con sus correspondientes errores
estandar. *, Incremento significativo (p<0,05) respecto al control negativo (Agua destilada),
encontrada usando el test de Student’s. n.s., valores no significativos respecto al control
negativo.

Los compuestos citral y carvona no mostraron efecto genotoxico para
los rangos de concentraciones ensayadas. Por el contrario, el limoneno
mostré un incremento significativo del factor de induccion SOS respecto
al control negativo para el rango de dosis comprendido entre 91 a 1457
mM. Sin embargo, un analisis de correlacion producto-momento
(Pearson) no mostré una clara relacion dosis-respuesta (R = - 0,06,

n.s); por lo que los resultados no se consideraron conclusivos.

33



3.6 EFECTO ANTIGENOTOXICO DE LOS COMPUESTOS
MAYORITARIOS DE Lippia alba

El efecto antigenotoxico de los compuestos mayoritarios de los aceites
esenciales, fue estudiado con el fin de relacionar el efecto detectado en
los aceites con dichos compuestos (Tablas 7y 8).

El citral mostré una reduccion significativa de la genotoxicidad inducida
por la bleomicina a partir de una dosis de 182 mM (Tabla 7), lo que
sugiriere que este compuesto es responsable del efecto detectado en el
aceite del espécimen COL512077. El porcentaje de inhibicion de la
genotoxicidad (%IG) del citral incrementd con su concentracion,
sugiriendo un modo de accién directa para este compuesto y

soportando los resultados observados con el aceite esencial.

De igual manera, los compuestos carvona y limoneno resultaron
antigenotoéxicos frente a la bleomicina (Tabla 8). La S(+)-carvona fue
significativamente activa solo a partir de la concentracion 798 mM.
Similar resultado fue obtenido con su isémero R(-)-carvona (datos no
mostrados). El limoneno, en cambio, fue antigenotdxico a partir de una
concentracion relativamente mas baja (97 mM) que el citral y la
carvona; pero los niveles de inhibicion de la genotoxicidad fueron
siempre mas bajos que aquellos observados para el citral. Todos estos
datos sugieren, que entre estos compuestos mayoritarios el de mayor

potencial quimiopreventivo es el citral.
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Tabla 7. Efecto antigenotoxico del citral (compuesto mayoritario del
espécimen COL512077) y el Trolox ® (compuesto estandar), frente al

dafio inducido por la bleomicina, medido con el ensayo SOS
Chromotest.
Citral FI " (%IG) (n=3)  Trolox ® FI'" (%IG) (n=3)
Control - 1+0.3* Control - 1.1+£0.1*
Control + 13+4.4 Control + 10+£2.1
2915Mm + bleo 0.5+0.1 (100%) ** | 4687 uM + bleo 0.9 £ 0.3 (100%) **
1457mM + bleo 0.6 £0.2 (100%) ** | 2344 pM + bleo 1.1 +£0.3 (100%) **
729mM +bleo  1+0.2 (100%) ** 1172 yM + bleo 0.8 £0.4 (100%) **
364mM +bleo  1.5+0.3 (96%) ** 586 UM +bleo 2+ 1.0 (90%) **
182mM +bleo  1.5+0.3 (96%) ** 293 puM +bleo 8+ 2.1 (25%)n.s
91mM + bleo 7+2.4 (49%)n.s 146 uyM + bleo 13 +2.9 (0%) n.s
45mM + bleo 17 +5.6 (0%) n.s 73uM +bleo 14 £3.0 (0%) n.s
23mM + bleo 17 +6.8 (0%) n.s 37uM +bleo 11 +2.6 (0%)n.s
12mM + bleo 17 £6.0 (0%) n.s 18 uyM +bleo  11+2.1 (0%)n.s

" Antigenotoxicidad. Valores promedio del factor de induccién SOS (FI) de un minimo de tres
experimentos. (%IG), Porcentaje de inhibicién de la genotoxicidad. **, Reduccién significativa
(p<0,05) respecto al control positivo, encontrada usando el test de Student’s. n.s, valores no
significativos, respecto al control positivo.

La bioactividad de los compuestos mayoritarios estudiados se comparo
con la de un antioxidante estandar, el Trolox. Este compuesto, produce
una significativa reduccién de la genotoxicidad inducida por la
bleomicina a partir de una concentracion de 586 uM. Esta concentracion
fue, 170, 311 y 1362 veces mas bajas que aquellas que muestran
efecto antigenotoxico para los compuestos limoneno, citral y carvona,

respectivamente.
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Tabla 8. Efecto antigenotédxico de la carvona y el limoneno (compuestos
mayoritarios del espécimen COL512078) frente al dafo inducido por la
bleomicina, medido con el ensayo SOS Chromotest.

S(+)-carvona FI T (%IG) (n=3)  R(+)-imoneno  FI 7" (%IG) (n=3)
Control - 0.9+0.1* Control - 0.9 £0.2**

Control + 95+28 Control + 7.2+14

3192mM + bleo 2.2 +0.5 (85%) ** 3192mM + bleo 2 + 0.9 (82%) **
1596mM + bleo 1.7 £0.6 (84%) ** 1596mM + bleo 2+ 0.6 (82%) **
798mM +bleo 5.2 +1.5 (50%) ** 798mM +bleo 4.6+ 1.5 (41%) **
399mM +bleo 7.6 £3.1 (50%) n.s | 399mM +bleo 4.6 £1.5 (41%) **
199mM +bleo  11.4+25 (22%) n.s | 199mM +bleo 4.7 £+1.6 (40%) **
100mM +bleo  11+4.3 (0%)n.s 100mM +bleo 4.8+ 1.5 (38%) **
50mM + bleo 9.6+1.8 (0%)n.s | 50mM + bleo 5+ 1.6 (35%)n.s
25mM + bleo 9.7+29 (0%)n.s | 25mM + bleo 5.6 +£1.4 (25%) n.s
12mM + bleo 9.8+3.6 (0%)n.s | 12mM + bleo 6.5+1.2 (11%) n.s

" Antigenotoxicidad. Valores promedio del factor de induccién SOS (FI) de un minimo de tres
experimentos. (%IG), Porcentaje de inhibicién de la genotoxicidad. **, Reduccién significativa
(p<0,05) respecto al control positivo, encontrada usando el test de Student’s. n.s, valores no
significativos, respecto al control positivo.
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4. DISCUSION

Este estudio se enfocé en la determinacion de la composicion quimica y
de las propiedades genotoxicas/antigenotdéxicas de los aceites
esenciales de la especie Lippia alba, obtenidos por la técnica de

hidrodestilacion asistida por radiacion microondas.

Citral, geraniol, trans-B-cariofileno, carvona, limoneno vy
biciclosesquifelandreno, fueron identificados como los compuestos
mayoritarios de los aceites esenciales. Los especimenes estudiados de
Lippia alba (COL512077 y COL512078), fueron clasificados como los
guimiotipos citral y quimiotipo carvona/limoneno, respectivamente; los
cuales corresponden a quimiotipos | y Ill, segun la clasificacién sugerida
por Hennebelle et al., (2006).

Hasta donde sabemos, este trabajo es el primer reporte sobre las
propiedades genotdxicas y antigenotdxicas de los aceites esenciales de
la especie Lippia alba. Bajo las condiciones experimentales, aqui
ensayadas (ausencia de activacion metabdlica exbégena), los
guimiotipos de Lippia alba, citral y carvona/limoneno no inducen dafio
primario en el ADN. Adicionalmente, los compuestos mayoritarios de los
aceites esenciales como citral y carvona no fueron genotoxicos en el
ensayo SOS Chromotest en concordancia con estudios previos con los
ensayos SOS Chromotest, de Ames y SMART en Drosophila
melanogaster (Franzios et al.,, 1997, Gomes-Carneiro et al., 1998,
Stammati et al., 1999). El limoneno, a dosis entre 91 y 1457 mM, mostro
incremento del factor de induccion SOS, lo que contrasta con los
resultados obtenidos con el aceite esencial del quimiotipo

carvona/limoneno. Este efecto del limoneno, fue posiblemente
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enmascarado en el aceite esencial por la interaccion con otros
constituyentes del aceite, probablemente la carvona; hipétesis que debe
ser demostrada. Los resultados sobre la genotoxicidad del limoneno se
consideraron no conclusivos, dado que no se observé una relacion
dosis-respuesta durante un andlisis de correlacibn de Pearson. Un
previo estudio que usé el ensayo de Ames, no mostro efecto
mutagénico para el limoneno (Vukovic-Gaciv et al., 2006). Se requeriran
posteriores estudios para clarificar la inocuidad del limoneno, en

especial estudios con células de mamiferos.

Este trabajo, nos muestra el potencial antigenotoxico de los aceites
esenciales de la especie Lippia alba. Ambos quimiotipos citral y
carvonal/limoneno, fueron antigenotoxicos contra el clastégeno
bleomicina, lo cual fue soportado por la actividad antigenotéxica de sus
compuestos mayoritarios (Tablas 7 y 8). El siguiente fue el orden de
actividad antigenotdxica de los compuestos mayoritarios de los aceites:
citral > carvona > limoneno, indicando que el citral es el compuesto con

mayor potencial quimiopreventivo.

Revisiones previas (Crowel 1999, de Carvallo y da Fonseca 2006,
Paduch et al., 2007, Rabi y Bishayee, 2009) tienen bien documentado
las propiedades quimiopreventivas de terpenoides de Lippia alba como
carvona, geraniol, limoneno y alcohol perilico. Por el contrario, poco se
conoce sobre el potencial quimiopreventivo de citral. Connor (1991)
indicdé que citral tenia propiedades antitumorales contra carcinbgenos
en la piel de ratones. Adicionalmente, otra evidencia experimental indica
gue el citral tiene habilidad para suprimir el estrés oxidativo
posiblemente por la induccién de proteinas antioxidantes enddgenas

como la glutation S-transferasa, una enzima de la fase Il que metaboliza

38



xenobioticos en mamiferos (Nakamura et al., 2003). Recientemente se
ha demostrado, que el citral inhibe la actividad hidrolasa de la citocromo
P450 CYP2B60 (Seo et al., 2008), involucrada en la activacion
mutagénica de una amplia variedad de pro-mutdgenos y en la
inhibicion de la sintesis de la micotoxina Aflatoxin B1 (Shukla et al.,
2009). En tal sentido, el presente trabajo aporta nuevo conocimiento
sobre la actividad quimiopreventiva de citral y sus potenciales
mecanismos de actuacion.

Dado que la genotoxicidad de la bleomicina involucra la generacion de
radicales sobre la molécula de ADN que derivan en roturas de simple y
doble cadena en el ADN (Claussen y Long 1999), se puede sugerir que
el efecto antigenotoxico del citral, carvona y el limoneno contra la
bleomicina debe ocurrir mediante un mecanismo antioxidante frente a
tales radicales. De hecho, se han demostrado propiedades
antioxidantes para los aceites esenciales del quimiotipo

carvona/limoneno (Stashenko et al., 2004).

Considerando la importancia del dafio oxidativo en los eventos
carcinogénicos, el efecto antioxidante de citral y carvona puede ser
usado contra la carcinogénesis relacionada con inflamacion, como los
cancer de piel y de colon. Como la carvona y el limoneno se usan
comunmente para aumentar la penetracion de drogas a través de la piel
mediante un incremento de la permeabilizacion cutanea (Agil et al.,
2007, Sapra et al., 2008); el empleo simultaneo del citral y algunos de
estos compuestos en preparacion de geles, puede ser un método
efectivo para la quimioproteccion en céancer de piel. En tal sentido,
seran requeridos estudios de sensibilizacion y fotosensibilizacion en la

piel para las mencionadas formulaciones. Se han indicado que el citral
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es citotoxico en células de fibroblastos humanos a partir de una
concentraciones del 1% (Hayes y Marcovic, 2002). Adicionalmente, los
aceites esenciales de la especie Cymbopogon citratus, los cuales tienen
alta proporcion de citral (70-90%), muestran ligera fototoxicidad en la
linea celular fibroblastica 3T3 de ratones y en la linea SIRC de cornea
de conejos (Dejoux et al., 2006).

Basados en datos de literatura (Pino et al., 1996, Abad et al., 1997,
Viana et al., 1998, Vale et al., 1999, Viana et al., 2000, Pascual et al.,
2001b, Vvale et al., 2002, Zetola et al.,, 2002, Gazola et al.,, 2004,
Andrighetti-Frohner et al.,, 2005, Teixeira- Duarte et al.,, 2005, de
Carvalho y da Fonseca 2006, Oliveira et al., 2006, Sena-Filho et al.,
2006, Paduch et al., 2007, Hennebelle et al., 2008a, Ara et al., 2009,
Arruda et al., 2009, Mesa-Arango et al., 2009, Shukla et al., 2009),
Lippia alba tiene un amplio potencial terapéutico. Las propiedades
antigenotdxicas contra la bleomicina amplian su potencial como fuente
de compuestos quimiopreventivos. Como se indica en este trabajo, el
citral, la carvona y el limoneno exhiben propiedades protectoras tanto in
vitro como in vivo (Connor 1991, Crowell 1999, Nakamura et al., 2003,
de Carvalho y da Fonseca 2006, Paduch et al., 2007, Seo et al., 2008,
Rabi y Bishayee 2009, Shukla et al., 2009). Todos estos trabajos
sustentan el potencial de los aceites esenciales de Lippia alba, y de sus
compuestos mayoritarios citral, carvona y limoneno, como suplementos

dietéticos con propiedades quimiopreventivas y/o antioxidantes.
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5. CONCLUSIONES

La caracterizacion quimica de la composicion de los aceites esenciales
de Lippia alba, mostré compuestos mayoritarios como: citral (geranial y
neral), geraniol y trans-B-cariofileno, en el espécimen COL512077; y
carvona, limoneno y biciclosesquifelandreno, en el espécimen
COL512078. Estos especimenes corresponden a los quimiotipos | y I,

previamente reportados por Hennebelle et al. (2006).

Los aceites esenciales de Lippia alba y los compuestos mayoritarios,
citral y carvona, no inducen dafio primario en la cepa Escherichia coli
PQ37, para los rangos de concentraciones evaluadas en cada caso.
Por el contrario, el compuesto mayoritario limoneno mostro resultados

no conclusivos y requiere un estudio posterior.
Los aceites esenciales de Lippia alba estudiados, muestran
propiedades antigenotoxicas frente al clastégeno bleomicina; efecto que

esta directamente relacionado con sus compuestos mayoritarios.

Dentro de los compuestos mayoritarios estudiados, el citral muestra el

mayor potencial como compuesto quimiopreventivo.
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6. RECOMENDACIONES

Estudios de genotoxicidad en modelos procariotas y eucariotas que
evallen el dafio genotdxico a diferentes niveles de expresion; y por
tanto, permitan dar conclusiones sobre la genotoxicidad de los
compuestos mayoritarios de los aceites esenciales estudiados. Estos
estudios son requeridos para el potencial uso de los mencionados

compuestos como agentes quimiopreventivos.
Profundizar en los mecanismos de accion antigenotoxica del citral,

usando distintos procedimientos experimentales (Ej: pre- y post-

incubacidn), y otros ensayos diferentes al SOS Chromotest.
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