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RESUMEN

TITULO: ESTUDIO DEL EFECTO GENOTOXICO Y POTENCIAL ANTIGENOTOXICO DE
EXTRACTOS SUPERCRITICOS DE ESPECIES DE LAS FAMILIAS Malvaceae, Myrtaceae,
Passifloraceae y Lamiaceae

Autores: LADY JOHANNA CELY CORONADO**

Palabras clave: Extractos super criticos, Radiacién ultravioleta, genotoxicidad, antigenotoxicidad,
SOS Chromotest, Calycolpus moritzianus, Eugenia punicifolia, Minthostachys septentrionalis, Sida
aggregata y Turnera diffusa.

En el presente trabajo se evalud el potencial genotdxico y antigenotoxico de extractos obtenidos
mediante extraccion con fluido supercritico a partir de las especies Calycolpus moritzianus,
Eugenia punicifolia, Minthostachys septentrionalis, Sida aggregata y Turnera diffusa frente al dafio
inducido por la radiacion ultravioleta tipo C (R-UVC). La genotoxicidad y antigenotoxicidad de estos
extractos supercriticos fue determinada empleando disefios experimentales de co-tratamiento
utilizando el ensayo bacteriano SOS chromotest, el cual permite medir de manera indirecta el dafio
causado en el ADN por diferentes mutdgenos. Se encontré que ninguno de los extractos evaluados
fue genotéxico en el modelo de estudio usado. En cuanto al potencial antigenotéxico se encontrd
gue los extractos de Turnera diffusa, Calycolpus moritzianus y Minthostachys septentrionalis
presentaron disminucién del dafio generado por R-UVC con dependencia de la concentracion
ensayada, y por tanto son promisorios como fuente de compuestos con actividad fotoprotectora,
siendo los extractos de Turnera diffusa y Calycolpus moritzianus los que mostraron mayor
actividad. Los resultados son discutidos teniendo en cuenta el potencial quimiopreventivo de los
extractos de plantas estudiados. Se recomienda ampliar los estudios de antigenotoxicidad de los
SFE de las especies vegetales que resultaron promisorias en el modelo de estudio empleado.
También seria importante determinar el contenido de sus componentes, esto con el fin de conocer
cual o cuales compuestos son los responsables del potencial fotoprotector.

*Trabajo de grado modalidad Pasantia de investigacion
**Facultad de Ciencias, Escuela de Biologia, Tutor: Jorge Luis Fuente Lorenzo



ABSTRACT

TITLE: STUDY OF THE GENOTOXIC AND ANTIGENOTOXIC EFECT OF SUPERCRITICAL
EXTRACTS FROM SPECIES OF THE FAMILIES Malvaceae, Myrtaceae, Passifloraceae &
Lamiaceae.

Authors : LADY JOHANNA CELY CORONADO **

Key words: Supercritical Extracts, Ultraviolet radiation, genotoxicity, antigenotoxicity, SOS
Chromotest, Calycolpus moritzianus, Eugenia punicifolia, Minthostachys septentrionalis, Sida
aggregate and Turnera diffusa.

The present work evaluated the genotoxicity and the antigenotoxic effect against induced DNA
damage by ultraviolet radiation type C (UVC-R ) of supercritical fluid plant extracts from species
Calycolpus moritzianus, Eugenia punicifolia, Minthostachys septentrionalis, Sida aggregata y
Turnera diffusa. Genotoxicity and antigenotoxicity of these extracts were determined using a co-
treatment experimental design in the SOS Chromotest , a bacterial assay that measure indirectly
DNA damage. We showed that none of the extracts was genotoxic. Extracts from Turnera diffusa,
Calycolpus moritzianus and Minthostachys septentrionalis showed antigenotoxic activity with
dependency on the concentration evaluated; being these promising as sources of compounds
potentially fotoprotectors. Turnera diffusa and Calycolpus moritzianus extracts showed the highest
antigenotoxicity. The other extracts tested, showing no activity against DNA damage induced by
ultraviolet radiation type C in the model used. The results are discussed in relation to the
chemopreventive potential of the studied plant species. Based on the results, we recommend
amplify the antigenotoxic studies of promissory oils. Would also be important to determine the
content of components, this in order to know which compounds are responsible for the
photoprotective potential.

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



INTRODUCCION

La piel reacciona de diversas formas frente a la radiacién ultravioleta solar (R-
UV). Algunas reacciones pueden ser agudas y fugaces, como el eritema
retardado o “la quemadura solar”, mientras que otras crénicas y persistentes,
como el envejecimiento y el cancer de piel (Ichihashi et al. 2003; Matsumura &
Ananthaswamy 2004; Zaidi et al. 2008).Es por esto que en los ultimos afios, se ha
dado importancia a la busqueda de estrategias de proteccién que ayuden a mitigar
el impacto que tiene la R-UV sobre la salud humana (Gilaberte & Gonzales 2010,
Nichols & Katiyar 2010).

Dentro de las estrategias empleadas para mitigar el dafo inducido por la R-UV los
fotoprotectores juegan un papel fundamental, ya que estos actlan previniendo o
reparando los dafios inducidos por la radiacion solar (Gilaberte & Gonzales 2010).
En el mercado existen diversos tipos de fotoprotectores donde se incluyen
agentes de bloqueo como ropa, sombreros y gafas, agentes topicos o filtros
guimicos, agentes orales o de fotoproteccidn sistémica y nuevas estrategias que
incluyen la estimulacion de la melanogénesis y la reparacion del dafio genético
(Gonzalez et al. 2008; Gilaberte & Gonzélez 2010). Sin embargo, hasta el
momento los preparados tépicos siguen siendo los mas ampliamente utilizados.
Para el desarrollo de fotoprotectores se han utilizado compuestos naturales que
han demostrado propiedades anti-oxidantes, anti-inflamatorias, anti-fiungicas, anti-
virales, anti-microbianas, anti-genotoxicas, anti-cancerigenas, entre otras (Afaq &
Katiyar 2011; Bakkali et al. 2008; Gilaberte & Gonzalez 2010; Nichols & Katiyar
2010), ya que estas propiedades pueden resultar relevantes para la fotoproteccién

de la piel.
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Asi mismo se ha descrito la actividad de compuestos naturales frente a los tres
tipos de R-UV, A, B y C, empleando diferentes técnicas de extraccion. Por
ejemplo, el extracto etandlico de Prunella vulgaris suprime la produccion de
radicales libres inducida por la R-UVA en queratinocitos humanos (Psotova et al.
2006). Jeong y colaboradores (2009) atribuyen a la actividad antioxidante
encontrada en el aceite esencial (AE) de Cnidium officinale y Ligusticum
chuanxiong la disminucion del dafio inducido en el ADN por la R-UVB en
fibroblastos de ratén. El extracto fendlico de las macroalgas marinas Macrocystis
pyrifera y Porphyra columbina evidenciaron fotoproteccion cercana al 100% frente
al dafio causado por la R-UVB en embriones de pez cebra (Guinea et al. 2012).
Por su parte el AE de Salvia officinalis reduce el dafio producido en el ADN por la
R-UVC en células de Escherichia coli y Shaccharomyces Cerevisiae, sugiriendo

que este extracto actua como un bioantimutageno (Vukovi¢-Gacic et al. 2006).

La extraccion con fluido super critico (SFE) es una técnica novedosa que cuenta
con algunas ventajas sobre otras técnicas de extraccion como lo son la rapida
obtencién de los metabolitos secundarios, la alta selectividad de los compuestos
que extrae y que no utiliza solventes organicos toxicos (Herrero et al. 2006). A la
fecha no se conocen reportes de la actividad fotoprotectora de compuestos de
origen natural obtenidos mediante esta técnica. Se ha demostrado que la
composicién de los SFE es muy similar a la de los AE obtenidos mediante
hidrodestilacion (Clifford et al. 1999; Fadel et al. 1999; Stashenko et al. 2004;
Stashenko et al. 2009); sin embargo, su efecto terapéutico puede ser mas
acentuado (Fadel et al. 1999). Asi mismo, se ha revelado que los extractos SFE
poseen mayores concentraciones de sesquiterpenos y compuestos oxigenados
pesados en relacion con los obtenidos por técnicas de hidrodestilacion y que
tradicionalmente han presentado actividad bioldgica relevante (Fadel et al. 1999;
Stashenko et al. 2004).
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Por lo anterior, la presente pasantia de investigacion tuvo como objetivo evaluar el
efecto genotoxico y potencial antigenotoxico frente a la radiacion ultavioleta tipo C
(R-UVC), de cinco extractos de fluidos supercriticos obtenidos a partir de las
especies vegetales Calycolpus moritzianus, Eugenia punicifolia, Minthostachys
septentrionalis, Sida aggregata y Turnera diffusa, empleando disefios
experimentales de co-tratamiento en el ensayo SOS chromotest (Quillardet et al.
1982, Fuentes et al. 2006).

12



1. COMPETENCIAS DE LA PASANTIA DE INVESTIGACION.

1. Desarrolla habilidades y destrezas en la ejecucion de ensayos de

genotoxicidad y antigenotoxicidad utilizando el ensayo SOS Chromotest.
2. Adquiere habilidades en el desempefio de la practica experimental, manejo de
equipos, preparacion de los medios de cultivos y soluciones necesarios para el

desempefio de cada practica.

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

los objetivos de la pasantia.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1Extractos vegetales
Los extractos obtenidos mediante extraccion con fluido super critico (SFE) objeto
de estudio de la presente pasantia, fueron suministrados por el Centro de
Investigacion en Biomoléculas (CIBIMOL) y se realizaron en el marco del proyecto
Bio-Red-CO-CENIVAM No. RC-0572-2012.

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

la permeabilidad de la membrada celular (Quillardet & Hofnung, 1985).

2.3 Cepa de ensayo y condiciones de cultivo
Una alicuota de la cepa Escherichia coli PQ37, genotipo (F- thr leu his-4 pyrD thi
galE galK or galT lac 4U169 srl300::Tn10 rpoB rpsL uvrA rfa trp::Muc+
sfiA::Mud(Ap, lac)cts) se dej6 creciendo en medio Luria-Bertani (LB) (10 g triptona,

10 g cloruro de sodio, 5 g extracto de levadura disueltos en agua destilada)
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suplementado con ampicilina (50 pg/ml) y tetraciclina (17 pg/ml) a una temperatura
de 37 °C con agitacibn permanente (100 rpm) durante 15-16 horas. Al dia
siguiente se realizd una resiembra en medio fresco adicionando 2 ml del medio
crecido en 20 ml de medio LB, el cual se dejo crecer bajo las condiciones
experimentales descritas anteriormente un tiempo aproximado de dos horas, hasta

gue alcanz6 una densidad 6ptica DOgoonm de 0,4.

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

la B -galactosidasa y la fosfatasa alcalina.

2.5 Ensayos enzimaticos
Posterior a la incubacién se realizaron los ensayos enzimaticos en microplacas
Brand de 96 pozos de la siguiente manera: el ensayo de B-galactosidasa (BG) se
realizd en la parte superior de la placa utilizando las filas A-D y el de fosfatasa
alcalina (FA) en la parte inferior que corresponde a las filas E-H. Las columnas
corresponden al blanco, C-, C+ y diferentes concentraciones del compuesto a

evaluar.
3.5.1 Ensayo enzimatico de B-galactosidasa (BG).

En cada pozo se dispensaron 135 ul de buffer Z (Na,HPO, 3,22 g, NaH,PO,4 X
H.O 1,1 g, KCI 0,15 g, MgSO4 * 7 H,0O 0,05 g, SDS 0,2 g, B-mercaptoetanol 0,54
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ml, pH 7,0) y se afadieron 15 pl de células de cada tratamiento. Esto se incubo
por 20 minutos a temperatura ambiente para que se diera la lisis celular.
Posteriormente, se adicionaron 30 pl de la solucion Stock del sustrato (-
galactosidasa (orto-nitrofenil-B-D-galactopirandsido, ONPG) la cual se preparé a 4
mg/ml en buffer fosfato de sodio (1,42 g de Na,HPO, 0,1 M, 1,38 g NaH,PO, x
H,O 0,1 M, pH 8,8) y se incubo durante 40 minutos a temperatura ambiente para
el desarrollo del color. La reaccion se detuvo afladiendo 100 pl de la solucion
Na,CO;3; (1 M) y se realizo la lectura de la microplaca a una densidad Optica
DO420nm €N el espectrofotometro de UV/visible Thermo Scientific Multiskan GO.

3.5.2 Ensayo enzimatico de fosfatasa alcalina (FA).

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

microplaca como se describio en el ensayo de BG.

2.6 Criterio de genotoxicidad.
El criterio de genotoxicidad empleado es el Factor de Induccion (FI). El calculo del
FI se realizo de acuerdo con Quillardet y Hofnung, (1985). Para ello se calcularon

las unidades enzimaticas de la actividad BG y FA de la siguiente manera.

Ecuacién 1
. oL 1000 * Az Asz0: medida de la densidad 6ptica de la mezcla de la
Unidades enzimaticas = t incubacion medida a 420nm.
t: tiempo de incubacion en presencia del sustrato en
minutos
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La relacion (R) de las unidades de la BG y la FA que refleja la induccién del gen
sulA, incluso cuando se produce inhibicion de la sintesis de proteinas.

Ecuacién 2

_ Unidades de  — galactosidasa

" Unidades de Fostasa alcalina

El factor de induccion SOS (Fl), representa los datos de induccién del gen sulA
normalizados en cada tratamiento y se considera como una medida indirecta del

dafo primario (genotoxicidad) inducido en el ADN por estos tratamientos.

Ecuacion 3
Rt R¢: Células tratadas
I = R_ Rin: Células no tratadas
nt

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

efecto.

2.7 Ensayo de antigenotoxicidad

El efecto antigenotoxico de los SFE frente a R-UVC se evalu6 en el ensayo SOS
Chromotest (Quillardet et al., 1982), empleando disefios experimentales de co-
tratamiento. En estos las células fueron expuestas simultdneamente a diferentes
concentraciones de la fraccion acuosa del compuesto a evaluar y a la dosis de R-
UVC previamente determinada en el LMMA, siguiendo el protocolo propuesto por
Fuentes y colaboradores (2006).

El cultivo fresco crecido hasta una densidad 6ptica DO600nm de 0,4 fue diluido
cinco veces en medio LB 2X, esta dilucién se distribuyé a razén de 600 pl en tubos

de microcentrifuga que contenian igual volumen de las diluciones del extracto en
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estudio. Posteriormente 1 ml de la mezcla fue depositado en cajas petri pequefias
para realizar la irradiaciéon a una dosis de 20,28 J/m2 en la cabina de seguridad
biologica FLC85. Posterior a la irradiacion se tom6 una alicuota de cada co-
tratamiento en tubos de microcentrifuga y se incubaron por 30 minutos a una
temperatura entre 4-8 °C y posteriormente durante dos horas a 37 °C con
agitacion permanente (300 rpm) en el Thermomixer Comfort (Eppendorf,
Alemania). En todos los casos, se realizaron al menos tres experimentos
independientes con cuatro replicas cada uno. En cada experimento se incluyé un
control negativo (C- células sin irradiar mezcladas con agua destilada estéril) y un

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

2.8 Criterio de antigenotoxicidad
Como criterio de antigenotoxicidad se us6 el porcentaje de inhibiciébn de la
genotoxicidad (%IG). Este se mide como una reduccion significativa del factor de
induccién (F1) y representa la capacidad de la sustancia ensayada de proteger el
material genético cuando se irradid con luz UVC y se calcula para cada

tratamiento segun la siguiente ecuacion:

Ecuacion 4
Ico — Ibasal Ico: factor de induccion SOS de los cotratamientos (células + extracto
WG =——7—— vegetal + RUVC).
Iuv — Ibsal Ibasal: factor de induccién SOS del control negativo.

luvc: factor de induccién SOS del control positivo.

2.9 Analisis estadistico de los datos
Se calcularon los valores medios de las unidades enzimaticas de la BG y la FA,
asi como del FI con sus correspondientes errores estdndar para cada muestra
ensayada. Se comprob6é la normalidad de los datos mediante la prueba
Kolmogorov-Smirnov y la homogeneidad de varianza por medio de la prueba de
Levene. Las diferencias entre tratamientos fueron evaluadas con una prueba a
posteriori de Dunnett. Para todos los andlisis estadisticos, se consideré un p <

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

En la tabla 1 se presentan los resultados del estudio de genotoxicidad del SFE
obtenido a partir de las especies Calycolpus moritzianus, Eugenia punicifolia,
Minthostachys septentrionalis, Sida aggregata y Turnera diffusa. Los valores del Fl
para las cinco especies evaluadas en todas las concentraciones probadas, 4 pug/ml
a 1053 pg/ml, fue siempre igual o inferior a 1,0. Lo cual indica que para este
modelo biolégico y para el rango de concentraciones evaluadas, los SFE de las
especies vegetales analizadas no son genotoxicos en el modelo de estudio.

Estudios previos (Yafez-Rueda et al. 2009), donde se evalla la citotoxicidad de
40 AE de Calycolpus moritzianus en lineas celulares tumorales (Hela y Jurkat) y
no tumorales (Vero) empleando la técnica fotocolorimetrica del MTT, encontraron
gue los aceites no son toxicos en células Vero ni Jurkat; solo dos AE fueron
citotéxicos de forma dosis dependiente en células Hela. Para Eugenia punicifolia
se ha registrado que los extractos acuoso, butanolico y metandlico suministrados
por sonda en ratas diabéticas no exhiben toxicidad hepatobiliar, muscular,
pancreatica ni microvascular (Brunetti et al. 2006). Finalmente, para la especie
Turnera diffusa se reporta que el extracto hidroalcohdlico suministrado a ratones
de forma oral e intraperitoneal, tiene una baja toxicidad y no se evidencié un efecto
estimulante o depresivo en los animales (Bezerra et al. 2011). Adicionalmente, el
extracto metandlico de esta planta no fue citotoxico en linfocitos de raton (Salazar
et al. 2008). Para las especies Sida aggregata y Minthostachys septentrionalis
este trabajo constituye el primer reporte de la evaluaciéon de su genotoxicidad.

Este trabajo junto a los publicados en la literatura soportan la inocuidad de las
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especies de estudio, al menos en los modelos usados, lo que las hace candidatas

para la evaluacion de compuestos con diferentes actividades biolégicas.
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Tabla 1. Efecto genotdxico de los extractos super criticos, medido en el ensayo SOS Chromotest.

ESPECIE Calycglpus Euge_niq Minthost_achy_s Sida TL_Jrnera
moritzianus punicifolia septentrionalis aggregata diffusa
TRATAMIENTOS Fl FI Fl Fl Fl
C- H20 1.0 + 0.02 1.0 + 0.02 1+ 0.02 1.0 + 0.05 1.0 + 0.06
C+ 2,34 uM 182 + 0.63 * 142 + 112 * 144 £+ 0.29 * 194 £ 152 * 165 + 0.81 *
1053 pg/mi 1.0 £ 0.05 n.s 0.8 £ 0.07 ns 0.7 £ 0.02 ns 1.1 + 0.12 nss 1.0 £ 0.07 ns
527 ug/ml 1.0 £ 0.04 ns 0.7 £ 0.03 n.s 0.6 £ 0.02 * 0.8 + 0.07 n.s 0.7 £ 0.01 ns
263 ug/ml 09 £ 0.05 ns 08 £ 0.04 ns 0.7 £ 0.03 ns 0.8 £ 0.05 n.s 0.8 £ 0.07 ns
132 pg/mi 0.9 £ 0.04 ns 0.7 £ 0.07 n.s 0.8 £ 004 ns 0.7 £ 0.04 ns 0.7 £ 0.04 ns
66 pg/mi 09 £ 0.04 ns 09 £ 0.04 ns 08 £ 0.02 ns 0.7 £ 0.03 ns 0.8 £ 0.06 ns
33 ug/ml 0.9 =+ 0.03 ns 0.9 = 0.05 n.s 0.9 =+ 0.04 ns 0.8 + 0.06 n.s 0.8 + 0.02 n.s
16 pg/mi 09 + 0.04 ns 1.0 £ 004 ns 0.8 £ 0.02 ns 1.0 £ 0.05 ns 0.8 + 0.04 ns
8 ug/ml 1.0 £ 0.03 ns 0.9 £ 0.07 n.s 0.9 £ 002 ns 0.9 £ 0.06 ns 0.9 £ 0.04 ns
4 ug/ml 1.0 £ 0.07 n.s 0.9 =+ 0.04 n.s 1.0 £ 0.03 n.s 1.0 £ 0.07 n.s 0.9 =+ 0.05 n.s

Valores promedio del factor de induccién SOS (FI) de un minimo de tres experimentos independientes con cuatro réplicas cada uno.

*Aumento significativo (p<0,05) con respecto al control negativo. **Disminucién significativa (p<0,05) con respecto al control negativo. n.s

no se encontré diferencia significativa.
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En la tabla 2 se presentan los resultados del estudio de antigenotoxicidad de los
SFE obtenidos a partir de las cinco especies vegetales en estudio. Los SFE de
las especie Turnera difussa, Calycolpus moritzianus y Minthostachys
septentrionalis disminuyeron el dafio inducido por la R-UVC en células de E. coli
de forma dosis dependiente. Para el extracto de Turnera diffusa y Calycolpus
mortizianus la inhibicién de la genotoxicidad fue significativa a partir de la dosis
263 ug/ml, mientras para Minthostachys septentrionalis lo fue a partir de la dosis
530 pg/ml. Por el contrario, los SFE de las especies vegetales Sida aggregata y
Eugenia punicifolia no mostraron un efecto antigenotoxico dosis dependiente,
siendo significativa la inhibicion de la genotoxicidad Unicamente para la dosis mas
alta, 1053 pg/ml.

Tanto la técnica de extracciobn como el origen de las plantas pueden influir en la
composicién y concentracion relativa de los compuestos en los extractos
vegetales; lo que a su vez, determina las propiedades terapéuticas del extracto de
la planta. Por ello, diversos estudios han relacionado los compuestos mayoritarios
como los minoritarios con un amplio rango de actividades farmacoldgicas (Herrero
et al. 2006, Edris 2007, Bakkali et al. 2008, Mufioz et al. 2007; Quiles et al. 2002;
Marin et al. 2003). Para nuestras especies de interés, se encontré que tanto en
Calycolpus moritzianus como en Turnera difusa se han reportado variaciones en la
concentracién relativa de sus compuestos quimicos, derivando en actividad
biol6gica diferencial para extractos obtenidos a partir de plantas colectadas en
diferentes regiones geogréficas, asi como en plantas de origen silvestre o
micropropagadas (Alcaraz-Meléndez et al. 2004, Yafiez-Rueda et al. 2009,

Soriano-Melgar et al. 2012).
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Tabla 2. Efecto antigenotéxico de los extractos super criticos frente a R-UVC, medido en el ensayo SOS

chromotest.
ESPECIE Calycolpus Eugenia Minthostachys Sida Turnera
moritzianus Punicifolia septentrionalis aggregata diffusa
TRATAMIENTOS FI %IG FI %IG FI %IG Fl %IG Fl %IG
C- H20 1.0 £ 0.1 1.0 £ 0.0 1+ 00 1.0 £ 0.0 1+ 01
C+ 2,34 yM |122 + 04 109 £ 0.6 10.7 £ 04 135 £ 0.9 93 =+ 04
1053 pg/ml 54 + 0.3 * 61 6.8 £+ 04 * 42 42 + 02 * 67 95 + 05 * 35 1.2 + 0.1 * 98
527 pg/ml 72 £ 04 * 45 98 + 05 ns 11 85+ 03* 23 141 +£ 05ns O 24 + 0.2 * 83
263 pg/ml 98 + 0.3 * 21 12.6 £+ 0.8 ns 0 113+ 04ns 0 135+ 06 ns O 52 + 03 * 50
132 pg/mi 11.7 £ 05 ns 13 13.3 £ 1.0 ns 0O 114 +£ 06 ns 0 141 £ 07 ns O 84 = 0.8 ns 10
66 pg/ml 116 £ 06 ns 5 15.8 £+ 0.6 n.s 0 120+ 02ns 0 140+ 07ns O 84 + 0.6 ns 10
33 ug/ml 115 £ 04 ns 15 151 £ 1.1 ns 0O 115+ 06ns 0 144 £ 12 ns O 9.2 + 05 ns 1
16 pg/ml 10.8 £+ 0.2 ns 13 149 £ 15 ns 0O 116 + 03 ns 0 131+ 05ns O 86 = 0.5 ns 8
8 ug/ml 132 £ 06 ns O 16.3 £ 1.5 ns 0O 116 £ 04ns 0O 145 %+ 10ns O 9.2 + 0.3 ns 1
4 ug/ml 10.7 £ 0.2 ns 13 141 £+ 0.7 n.s 0 122 + 06 ns O 134 + 08 ns O 88 + 0.5 ns 6

Valores promedio del factor de induccién SOS (FI) de un minimo de tres experimentos independientes con cuatro replicas cada uno. %IG,
porcentaje de inhibicion de la genotoxicidad. *Reduccidn significativa (p<0,05) con respecto al control positivo encontrada en la prueba de
Dunnet.**Aumento significativo (p<0,05) con respecto al control positivo. n.s, no se encontré diferencia significativa
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La caracterizacion quimica del extracto metandlico y cloroférmico de Turnera
diffusa arroja una mezcla de flavonoides, fenoles, terpenos, sacaroides y
derivados cianogénicos; mientras que para Calycolpus moritzianus se reporta una
mezcla de flavonoides y terpenos (Zhao et al. 2007, Lepore et al. 2011), siendo los
compuestos terpenicos las especies quimicas mas representativas en los
extractos de estas dos plantas. En el caso del AE de Turnera diffusa se ha
encontrado que los compuestos mayoritarios son 0xido de cariofileno, cariofileno,
1,8-cineol, &-cadineno y B-elemeno todos compuestos terpénicos (Alcaraz-
Meléndez et al. 2004). Mientras el AE de Calycolpus mortizianus contiene
mayoritariamente los terpenos 1,8-cineol & limoneno, seguidos por otros
compuestos en diferentes proporciones (Vanegas & Yafez 2011; Castafieda et al.
2007, Yafez-Rueda et al. 2009, Sepulveda et al. 2011). Para los compuestos
mencionados, se han reportado diversas actividades biolégicas como sigue: el
cariofileno y 6xido de carifileno cuentan con actividad antiparasitaria y antifingica
respectivamente; y la capacidad citotéxica del AE de Didymocarpus tomentosa en
células tumorales se relaciona con la elevada concentracion de estos compuestos
en el aceite (Yang et al. 1999, Gowda et al. 2012, Leite et al. 2013). Para el 1,8
cineol, se han reportado propiedades gastroprotectivas y antiinflamatorias (Santos
& Rao 2001, Juergens et al. 2003). Mientras para el limoneno actividad
quimiopreventiva (Paduch et al. 2007, Rabi & Bishayee 2009). Asi mismo, el
efecto citotoxico en células Hela reportado para el AE de Calycolpus moritzianus
fue atribuido a la presencia de (-) Limoneno en el aceite (Yafiez-Rueda et al.
2009).

Otros estudios con Turnera diffusa y Calycolpus moritzianus, en otros de sus
compuestos han encontraron potencial terapéutico. Por ejemplo, la capacidad
antioxidante de extractos de Turnera diffusa se ha relacionado con el contenido
total de fenoles en el extracto (Salazar et al. 2008, Soriano-Melgar et al. 2012).
Otro estudio (Taha et al. 2012), atribuye las propiedades gastroprotectoras de la

especie a la presencia del flavonoide arbutina. Adicionalmente, algunos AEs de la
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especie Calycolpus moritzianus cuentan con actividad antimicotica atribuida a los
compuestos a-pineno y terpineol-4-ol, actividad antibacteriana relacionada con la
presencia de a-copaeno; asi como, actividad citotoxica del monoterpeno linalol en
células Jurkat (Yafiez-Rueda et al. 2009, Sepulveda et al. 2011). Este amplio
espectro de actividades biolégicas apoya la idea de que tanto los constituyentes
mayoritarios como minoritarios pueden ser los responsables de la actividad
fotoprotectora mostrada por Turnera diffusa y Calycolpus moritzianus, haciendo
necesaria la caracterizacion quimica de estos extractos y la evaluacion del
potencial fotoprotector de los componentes encontrados en aras de relacionar la

actividad antigenotoxica reportada con constituyentes especificos de los extractos.

En el caso de Minthostachys septentrionalis ningun estudio previo ha registrado el
comportamiento terapéutico de sus extractos. Hasta hace poco esta especie se
incluia dentro del género Minthostachys mollis variedad mollis, razén por la cual
Schmidt-Lebuhn (2008) propone que el contenido de esta planta puede ser muy
similar al reportado para Mintostachys mollis, cuyo componente mayoritario es el
monoterpeno pulegona, al cual se le atribuyen propiedades antihistaminicas
(Schmidt-Lebuhn 2008; Rojas & Usubillaga 1995). El presente trabajo, aunque con
actividad no muy prominente, seria el primer registro del potencial fotoprotector de
la especie. Para la especie Eugenia punicifolia, se ha reportado actividad
antioxidante en su AE, y se ha atribuido esta propiedad a la presencia de
compuestos fendlicos en el aceite (Galeno et al. 2014). Asi mismo se ha
observado un efecto benéfico en los sintomas de la diabetes para ratas a las que
se les ha suministrados el extracto metandlico de esta planta (Brunetti et al. 2006).
Sin embargo, no se encontré actividad fotoprotectora para el SFE de Eugenia

punicifolia en este estudio.

Este trabajo, aporta nuevo conocimiento sobre potencial terapéutico de las

especies Turnera diffusa, Calycolpus moritzianus, Minthostachys septentrionalis,

25



Sida aggregata y Eugenia punicifolia, en especial de las dos primeras, con la

demostracion de sus propiedades genotoxicas y antigenotoxicas.
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4. CONCLUSIONES

Los extractos super criticos obtenidos a partir de las especies Calycolpus
moritzianus, Eugenia punicifolia, Minthostachys septentrionalis, Sida aggregata y
Turnera diffusa no presentaron actividad genotoxica en el ensayo SOS chromotest

para el rango de concentraciones ensayadas.

Los extractos supercriticos de las especies Turnera diffusa, Calycolpus
Moritzianus y Minthoscachys septentrionalis, exhibieron actividad antigenotdxica
frente a la radiacién ultravioleta tipo C; siendo Turnera diffusa y Calycolpus
moritzianus las especies mas promisorias como fuente de compuestos con
potencial fotoprotector. Por su parte, los extractos supercriticos de las especies
vegetales Sida agreggata y Eugenia punicifolia no evidenciaron una actividad

antigenotoéxica relevante.
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5. RECOMENDACIONES

Se recomienda ampliar el conocimiento fotoprotector de los SFE de las
especies vegetales que resultaron positivas en el modelo de estudio empleado,
esto se puede realizar en el ensayo SOS chromotest implementando disefios
experimentales de pre y post tratamiento o evaluando diferentes tipos de
radiacion ultravioleta; asi como también, incluyendo otros modelos biolégicos
diferentes al utilizado en esta pasantia de investigacion. También seria
importante, determinar mediante técnicas cromatograficas el contenido de sus
componentes, esto con el fin de conocer cual o cuales compuestos son los

responsables del potencial fotoprotector.
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