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Resumen

El extracto acuoso y el aceite esencial de la pulpa de frutos maduros de Carica candamarcensis Hook. f. (1875)
(chilacuéan, papayuela de clima frio) presentan actividad in vitro anti-Helicobacter pylori, por lo cual se consideran
promisorios para realizar una terapia complementaria para controlar la infeccién gastrica por esta bacteria. El
presente trabajo contribuye a profundizar en el estudio de estos extractos evaluando: a) citotoxicidad mediante
andlisis de viabilidad de linfocitos humanos aislados por el método tradicional en gradiente de Hystopaque® y
en cultivo con medio RPMI-1640; b) mutagenicidad mediante el ensayo de Ames; ¢) genotoxicidad a través de
electroforesis alcalina de células individuales [ensayo cometa (SGCE)]. Para extracto acuoso (EA) se evaluaron
dosis desde el extracto concentrado original hasta 102 (diluciones en agua destilada estéril) y para el caso de aceite
esencial (AE) desde el extracto original diluido en DMSO al 1% hasta10®. Este estudio demuestra que segun las
pruebas utilizadas todas las concentraciones evaluadas son seguras a nivel mutagénico, genotoxico y citotoxico.
Sin embargo, se requieren estudios adicionales con otros métodos de ensayo que permitan confirmar o descartar
si los extractos inducen dafios relevantes sobre el ADN, si tienen efectos antimutagénicos y antigenotdxicos para
contemplar, asi, su posterior inclusion en el desarrollo de un fitofarmaco de C. candamarcensis como tratamiento
complementario en pacientes con antecedentes de infeccion de H. pylori.

Palabras clave: aceites esenciales, Carica candamarcensis, extractos acuosos, genotoxicidad, Helicobacter pylori,
mutagenicidad

Abstract

The aqueous extract and essential oils from the pulp of ripe fruits of Carica candamarcensis Hook. f. (1875)
(chilacuan, cold weather papayuela) showed in vitro anti-Helicobacter pylori activity; therefore, they may be
considered promissory for a complementary therapy to control gastric infection of this bacterium. The present study
contributes to further examine these extracts, evaluating: a) cytotoxicity through analysis of human lymphocytes
isolated by the traditional Hystopaque® gradient method and cultured in RPMI-1640 medium; b) mutagenicity
through the Ames assay; ¢) genotoxicity through alkaline electrophoresis of individual cells [comet assay (SGCE)].
For aqueous extract (AE), doses ranging from the original concentrated extract to 10-2 were evaluated (dilutions
in sterile distilled water) and for essential oils (EO) they ranged from the original extract diluted in 1% DMSO
up to 10, This study demonstrated that based upon the tests used, all evaluated concentrations were safe in a
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mutagenic, genotoxic and cytotoxic level. However, further studies are required with other test methods to confirm
or refute whether extracts induce significant DNA damage, or have antimutagenic and antigenotoxic effects, to
permit a subsequente development of a herbal medicine based upon C. candamarcensis as complementary therapy

in patients with a record of infection with H. pylori.

Key words: aqueous extracts, Carica candamarcensis, essential oils, genotoxicity, Helicobacter pylori, mutagenicity

INTRODUCCION

La infeccidon de la mucosa gastrica con
Helicobacter pylori es una de las mas
frecuentes en los seres humanos y esta
relacionada con diferentes enfermedades
gastricas como ulcera péptica, gastritis
crénica, cancer gastrico, ademas de algunas
enfermedades cardiovasculares, autoinmunes,
anemia ferropénica, urticaria y retraso en el
crecimiento, entre otras (Gasbarrini et al. 1998,
Gonzalez-Carbajal 2002). En el departamento
de Narifio (Colombia) se ha encontrado alta
incidencia de infeccion por H. pyloriy elevada
asociacion con desarrollo de cancer gastrico
sobre todo en la zona andina (Camargo et al.
2004 y Goodman et al. 1996). Teniendo en
cuenta la importancia oncogénica de la bacteria
se han implementado una serie de terapias
agresivas (combinacion de un inhibidor de la
bomba de protones y un compuesto a base de
bismuto y 2-3 antibidticos) con el fin de lograr
su erradicacién. Estos tratamientos “triples o
cuadruples” han sido 80 a 90% exitosos; sin
embargo, el costo y los efectos colaterales son
continua causa del aborto de terapias generando
una marcada resistencia a los antibioticos
usados (Sherif et al. 2004, Wu et al. 2005).
Por ello, se han adelantado varios estudios
en busca de terapias complementarias para el
control de la bacteria, tales como: prebioticos,
dietas ricas en antioxidantes y extractos de
diversas plantas, que ayuden a incrementar
la efectividad del tratamiento convencional
como lo recomienda Bergonzelli (2003). Con
este proposito, el grupo de investigacion de
Salud Publica de la Universidad de Narifio
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(Pasto), Colombia, realizé un estudio con el
cual se evidencié actividad anti-H. pylori in
vitro del aceite esencial y el extracto acuoso
de la pulpa de frutos maduros de Carica
candamarcensis Hook. f. (1875) (chilactan,
papayuela de clima frio) Mena et al. (2005).
La especie C. candamarcensis es originaria de
los Andes de la America meridional (Colombia
0 Pert) y se distribuye desde Panaméa hasta
los Andes de Bolivia y parte de Chile, se
utiliza normalmente para consumo humano
y se han registrado muchas propiedades
terapéuticas del latex de la planta como
eliminacién de hematomas y verrugas, en el
tratamiento de arteriosclerosis y amigdalitis,
se ha evidenciado actividad mitogénica tanto
in vitro como in vivo (en recuperacion de
guemaduras en pacientes diabéticos), también
actividad proteasa utilizada en procesos de
extraccion y purificacion de ADN (Gomes et al.
2005, Mello et al. 2008, Teixeira et al. 2008).

Para verificar la inocuidad del aceite esencial
y el extracto acuoso de frutos maduros de C.
candamarcensis y poder recomendarlos como
alternativa terapéutica, en este estudio se
evalud su posible efecto citotdxico, genotoxico
y mutagénico. Inicialmente, se determiné el
potencial premutagénico y mutagénico mediante
la prueba de mutagenicidad en Salmonella
typhimurium, usando la cepa TA 100 his donada
por el Laboratorio de Mutagénesis de la
Universidad de Antioquia (Medellin, Colombia)
y disefiada por Bruce Ames en 1970, la que
permite detectar un &mbito amplio de sustancias
quimicas con el potencial de producir dafio
genético al hombre, y para el caso especifico
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de esta cepa, permite detectar mutaciones
por sustitucion de pares de bases (Maron y
Ames 1983).

Para evaluar el efecto genotdxico de los extractos
se sigui6 la metodologia propuesta por Singh et
al. (1988) y modificada por Rojas et al. (1999)
y Tice et al. (2000), denominada electroforesis
alcalina de células individuales [ensayo cometa
(SGCE)]; al someter a electroforesis las
celulas expuestas a una sustancia problema, los
quiebres generados en el ADN hacen que estos
fragmentos se muevan desde el nucleo hacia el
anodo migrando en forma de un cometa que se
puede visualizar con un colorante fluorescente
afin al ADN.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion de los extractos de Carica
candamarcensis. Para obtener una muestra
representativa de la poblacion vegetal de Carica
candamarcensis Hook. f. (1875), la recoleccion
de los frutos maduros se realizd siguiendo el
modelo de muestreo aleatorio simple, en 15
arboles de cultivos caseros del corregimiento
el Encano de Pasto (Narifio), Colombia. Se
recolectaron al azar 150 frutos maduros de tamafio
variable (aproximadamente, 5 por cada arbol);
posteriormente se empacaron en bolsas plasticas
y se almacenaron a 4 °C para su transporte. Para
obtener los extractos de aceite esencial (AE) y
acuoso (EA) se utiliz6 el método de hidrodestilacion
asistida por radiacion con microondas (MWHD)
segun el protocolo estandarizado por Gomez y
Moran (2005). Los frutos se lavaron con solucion
de hipoclorito al 2% para eliminar agentes
contaminantes y se realizo la separacion de la
pulpay las semillas. Se trituraron 1.500 g de pulpa
junto con la cascara y se introdujeron en un balén
de 4 litros de capacidad, al que se adicionaron
200 ml de agua destilada y se acopl6 al sistema
de hidrodestilacion tipo Clevenger, con reservorio
de destilacion tipo Dean-Stark y calentamiento
por radiacion mediante un horno microondas
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LG, modelo MB-14VG, con una potencia de
salida 2.450 MHz (7% de la potencia maxima)
durante 90 min, con 1 min intermedio de pausa
cada 10 min. El aceite esencial y el remanente
acuoso fueron recolectados en tubos ependorff
de 1,5 ml estériles, cubiertos con papel aluminio
y conservados a -20 °C hasta su uso.

Analisis de citotoxicidad y determinacion de
concentraciones de trabajo. Para esta prueba
se emplearon linfocitos humanos de sangre
periférica de un donante sano, quien firmé el
respectivo consentimiento para participar en
este estudio, y mediante interrogatorio medico
cumplié con los siguientes requisitos: ser joven,
no fumador, no haber ingerido alcohol un mes
antes del ensayo ni durante las pruebas. Los
linfocitos se aislaron por el método tradicional
en gradiente de Hystopaque® (Boyum 1968).
Para esto, se depositaron 10 ml de sangre en un
tubo Vacutainer con heparina que fue tratado con
buffer fosfato de sodio (PBS) e Hystopaque®1077
de Sigma (Boyum 1968), se centrifugd durante
30 mina 2.000 rpm, se extrajo con precaucion la
capa de linfocitos y se transfirié a otro tubo limpio
y seco. Se descartd el PBS y se agregé 1 ml
de medio RPMI-1640 (sigma) suplementado
con suero fetal bovino (SFB) al 10%, se evalud
viabilidad inicial mediante azul de tripano, el
cual se basa en que las células muertas pierden
la permeabilidad selectiva y por lo tanto el
colorante ingresa por difusion a ellas adquiriendo
una coloracion azul, en contraste las células
vivas son refringentes y selectivas al colorante,
posteriormente se incubé a 37 °C.

El EA puro fue considerado como la primera
dosis de trabajo, a partir de la cual se
realizaron 5 diluciones con agua destilada
estéril desde 101 a 10°° ml. Para el AE se
preparé una solucidn stock agregando DMSO
al 1% a 100 pl de AE puro hasta que se formo
una emulsidn, a partir de esta solucién stock
se hicieron las diluciones en DMSO al 1%
hasta 10 ml de extracto.
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La prueba se realiz6 en una solucién de 100.000
linfocitos y 10 ul de la solucion del extracto
a evaluar en cada una de las concentraciones,
ademas de los controles respectivos con agua
destilada estéril y DMSO al 1%, se cultivaron en
medio RPMI suplementado con SFB al 10% en un
volumen final de 250 pl. Se incubd a 37 °Cy cada
hora se evalud la viabilidad mediante el método de
exclusion de azul de tripano, durante 6 h.

Se calculé el porcentaje de viabilidad absoluta'y
los resultados se graficaron verificando su ajuste
a la distribucion lineal a lo largo del tiempo,
se consideraron citotoxicos si alcanzaban una
viabilidad igual a 0, ligeramente citotdxica entre
40-79% de viabilidad, y no citotoxicos con una
viabilidad superior o igual a 80%.

Ensayo de mutagenecidad y premutagenicidad.
Se verific6 que los controles de reversion
espontdnea de la cepa TA100 estuviesen
dentro del rango reportado a nivel mundial
(Mortelmans y Zeiger 2000) y se siguio el
protocolo descrito por Maron y Ames (1983).
La ejecucion del ensayo consistio en el
analisis de las dosis previamente determinadas
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de los dos tipos de extractos con la cepa TA100
sin y con activacion metabolica (S9). Se incubo
durante 30 min, y posteriormente, se mezcl6 con
el top agar, esta mezcla se sirvié en agar minimo,
se llevo a incubacion a 37 °C durante 48 h. Al
finalizar este tiempo se hizo el recuento de
colonias revertantes y se cred una base de datos
con estos resultados para su posterior analisis.
Se realizaron tres experimentos independientes,
cada uno por duplicado y se incluyeron como
controles positivos: 2 aminofluoreno (2AF) enel
tratamiento con S9 y azida de sodio (A,Na) en
el tratamiento sin S9, los controles negativos
fueron DMSO al 50% y agua destilada estéril
paraAEy EA, respectivamente. Posteriormente,
se incubaron las cajas por 48 h a 37 °C y se
contaron las colonias revertantes.

Para cuantificar la mutagenicidad se utiliz6 el
indice de mutagenicidad (IM), obtenido de los
promedios de tres experimentos independientes,
cada uno por duplicado. El IM se refiere a las
veces que es superada la mutagenicidad del
control por el tratamiento. Teniendo en cuenta
los criterios de Watanabe et al. (2003), se
establecieron las siguientes categorias:

N M = No mutagénico

LM = Ligeramente mutagénico

M M = Medianamente mutagenico

AM = Altamente mutagénico

indice menor de 1,5
indice entre 1,5-1,9
indice entre 2,0-2,9

indice mayor o igual a 3

Analisis de genotoxicidad. Ensayo cometa.
El dafio en el ADN se detectd en linfocitos
humanos aislados de sangre periférica. La
separacion de los linfocitos se hizo a partir de
5 ml de sangre con gradiente de Hystopaque®,
las células se resuspendieron en buffer fosfato
salino (PBS) libre de Ca?* y Mg?*1995 (Day
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1972). Con el fin de determinar efecto de dosis,
los linfocitos se trataron con 10 pl de cada dosis a
evaluar de cada extracto, luego se incubaron a
37 °C durante una hora. Se determind la viabilidad
celular por microscopia, utilizando el método de
exclusion con el colorante azul de tripano (0,02%)
antes y después del tratamiento. El ensayo cometa
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se proceso segun la metodologia propuesta por
Singh et al. (1988) y modificada por Pandrangi
etal. (1995).

Las células tratadas fueron mezcladas con
agarosa de bajo punto de fusion (LMA) al 0,5%,
se transfirieron a portaobjetos previamente
impregnados con agarosa de punto de fusion
normal (NMA), inmediatamente se cubrieron
con cubreobjetos para sumergirlo en solucion
de lisis fresca durante al menos 1 h. Después,
los portaobjetos se colocaron en una camara de
electroforesis horizontal con tampon alcalino
(pH > 13) (NaOH 10N y EDTA 200 mM) a4°C
por 20 min para que el pH alcalino desnaturalice
el ADN y optimice las rupturas de los sitios
apurinicos (AP) ocasionados por los genotoxicos.
Al cumplirse este tiempo, se corri6 la electroforesis
a 25V, 300 mA por 30 min. Los portaobjetos se
lavaron con tampdn neutralizante y se tifieron
con bromuro de etidio a una concentracion de
0,02 mg/ml. Las celulas se observaron en un
microscopio de fluorescencia Nikon® con filtro
verde de longitud de onda de 540 nm y con
aumento de 400 X. Se realizaron tres ensayos
independientes, cada uno por duplicado y se
analizaron 80 células por cada tratamiento.
El dafio del ADN se determind con base en
la longitud (en pum) de la migracion de los
fragmentos de ADN (cola) de los cometas (a
mayor longitud de cola se supone que hay mas
fraccionamiento del ADN). Para medir el dafio
también se tuvo en cuenta el porcentaje de células
dafiadas, los linfocitos cuyas colas sean mayores
a la longitud promedio del control se clasificaron
como células dafiadas. El dafio del ADN se
cuantifico visualmente en cuatro categorias segun
la media de longitud de la cola (cometa) * la
desviacion estandar, asi: categoria 0 (no dafio): de
0a 27 um, (control negativo mas 2 desviaciones
estandar del control); categoria 1 (dafio bajo):
de 28 a 31 pm (mas de 2 desviaciones estandar
del control); categoria 2 (dafio medio): de 32 a
35 um; categoria 3(dafio alto): mayor a 36 um
(Brugés y Reguero 2008).
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Analisis estadistico. Los resultados de las
diferentes pruebas se analizaron usando el
programa Past 2008, se emple6 la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis con un a=0,05y
un valor de confiabilidad del 99%, y un analisis
de medias tipo Tukey.

En el caso de ensayo cometa ademas se evalud
la presencia de heterogeneidad en los datos y de
posibles valores atipicos o errores en los datos
aplicando la prueba de Levene modificada.

RESULTADOS

Toxicidad en linfocitos para determinacion
de dosis a dosis. En el ensayo de toxicidad
con linfocitos humanos, murieron todas las
células en el tratamiento stock de AE de frutos
maduros de C. candamarcensis por lo tanto se
considerd citotoxica y se elimino del ensayo de
mutagenicidad (figura 1), asi las dosis de trabajo
v/v se tomaron a partir de AE 10! hasta 10,
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Figura 1. Linea de tendencia de porcentaje de viabilidad
de linfocitos tratados con diferentes dosis de aceite esencial
(AE) de Carica candamarcensis Hook. f. (1875)

En el EAtodos los porcentajes de viabilidad son
superiores al 85% demostrando que este extracto
no es citotdéxico en ninguna concentracion
(figura 2), por lo tanto las dosis seleccionadas
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(v/v) para los analisis de premutagenicidad
y mutagenicidad fueron desde el extracto
concentrado original hasta 102,
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Figura 2. Linea de tendencia de porcentaje de viabilidad de
linfocitos tratados con diferentes dosis de extracto acuoso
(EA) de Carica candamarcensis Hook. f. (1875)

Con los resultados obtenidos se determin6 que
la solucion stock del AE induce citotoxicidad,
el resto de dosis evaluadas se consideran no
citotdxicas segun los estudios realizados, sin
embargo se deben realizar otras pruebas de este
tipo para descartar cualquier tipo de dafio celular
que pueda causar.

Ensayo de mutagenecidad en Salmonella
typhimurium. Prueba de Ames. Todas las pruebas
para la confirmacion del genotipo de la cepa fueron
positivas, los valores de reversion espontanea
observados se encontraron dentro del &mbito
estandarizado en el Laboratorio de Mutagénesis
de la Universidad de Antioquia. Los resultados de
la prueba se presentan en la tabla 1.

Indice de mutacién (IM). En la tabla 2, se
muestran los valores correspondientes al IM
obtenidos para los extractos evaluados de C.
candamarcensis. Estos resultados sugieren
que no hubo actividad mutagénica con la
cepa TA100 de S. typhimurium, para el AE y
EA (IM > 1,5). Los tratamientos de AE y EA
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no presentaron diferencias estadisticamente
significativas con el control negativo con un
Patue :_0,75 Y Piae = 0,51 para un o = 0,05,
respectivamente. Esto corrobora el efecto no
mutagénico de las concentraciones evaluadas.

Tabla 1. Colonias revertantes en la cepa TA 100 tratada con
aceite esencial (AE) (micrométodo) y extracto acuoso (EA)
(estandar) de Carica candamarcensis Hook. f. (1875), con
y sin activacion metabdlica (S-9)

Tratamiento

Con S-9

Colonias Sin S-9

aceite esencial (AE)

DMSO (50%) 88 103
AzNa/2AF 4.072 1.238
10 99 100
102 113 102
10 109 103
10 114 102
10° 97 103
10 99 101

extracto acuoso (EA)

H,0 81 94
AzNa/2AF 2.477 3.720
Puro 107 08
10 94 85
102 81 01

Ensayo cometa. El efecto genotdxico sobre
linfocitos humanos tratados con diferentes
concentraciones de los extractos de AE y EA se
muestra en la figura 3. En el tratamiento de 1 h
se observo una longitud media de cola de 14 pm
parael DMSO 1% utilizado como control negativo
yen el control positivo (H,O, 50 uM) una longitud
de cola media de 40 um; esto permite constatar la
adecuada ejecucion de la técnica puesto que estas
medidas superan ampliamente las obtenidas para
el DMSO 1%.
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Tabla 2. indice de mutagenicidad (IM) de los extractos de aceite esencial (AE) y extracto acuoso (EA) con y sin activacion
metabdlica (S-9) de la cepa TA-100 de Salmonella typhimurium a diferentes concentraciones ([¢ v/v]) (A M = altamente

mutageno; N M = no mutageno)

Tratamiento
Sin S-9 Con S-9
[cviv] IM Cualidad IM Cualidad

Aceite esencial (AE)
AzNa/2AF 46,09 AM 11,98 AM
101 1,12 NM 0,96 NM
1072 1,28 NM 0,98 NM
108 1,23 NM 0,99 NM
10+ 1,28 NM 0,99 NM
10 1,09 NM 0,99 NM
106 1,12 NM 0,97 NM

Extracto acuoso (EA)
AzNa/2AF 30,58 AM 39,57 AM
Puro 1,32 NM 1,04 NM
10! 1,16 NM 0,90 NM
1072 1,00 NM 0,96 NM

Teniendo en cuenta esto, los resultados del
ensayo cometa registran valores que permiten
concluir que tanto el AE y EA no inducen efectos
genotoxicos, como se presenta en la tabla 3.
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Figura 3. Resultados del efecto genotdxico de tres dosis
de aceite esencial (AE) y extracto acuoso (EA) de Carica
candamarcensis Hook. f. (1875) en ensayo cometa (longitud
promedio de cola en um vs tratamiento)

La prueba Kruskal Wallis, como era de esperar,
indica diferencias significativas con respecto a
la longitud de cola del cometa entre el control
positivo y los tratamientos conun P, = 0,15
y un a = 0,05.

value

DISCUSION

El estudio realizado por Bakkali et al. (2008),
demostro que en las células eucaridticas los AE
de plantas pueden actuar como prooxidantes
y, que segun el tipo y la concentracion estos
pueden exhibir efectos citotoxicos en las células
vivas, esto coincide con lo observado en el
ensayo realizado con la solucién stock donde
se presentd una mortalidad del 100%.

Sin embargo, a partir de la dosis AE 10!
los porcentajes de viabilidad celular fueron
superiores al 90% resultando concentraciones
inocuas para el modelo celular utilizado. Ensayos
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Tabla 3. Resultados del efecto genotoxico de tres dosis de aceite esencial (AE) y extracto acuoso (EA) en ensayo cometa (los
resultados se expresan como la media de las longitudes (um) de cola en tres experimentos independientes)

Tratamientos Placas Media + ds Promedio Estadio

1 15,1 14,4 0
DMSO 1%

2 13,7

1 41,4 40,0 3
H,0, 50uM

2 38,6

1 16,1 16,0 0
EA Puro

2 16,0

1 16,2 16,0 0
EA 101

2 15,0

1 15,4 16,0 0
EA 1072

2 15,7

1 17,8 18,0 0
AE 102

2 18,3

1 15,3 15,0 0
AE 103

2 15,4

1 14,5 15,0 0
AE 10

2 15,8

fisicoquimicos in vitro han caracterizado a
los AE, en su mayoria como antioxidantes
y demuestran que las mezclas complejas de
compuestos aromaticos presentes en aceites
esenciales aislados de plantas pueden tener
efectos protectores celulares actuando también
como antinflamatorios (Miguel 2010). Los
resultados de este estudio concuerdan con
los de otras investigaciones donde aceites
esenciales de plantas han sido utilizados
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de manera exitosa en terapias para control
microbiano pues presentan de manera simultanea
actividad antimicrobiana y efecto inocuo sobre
el humano (Laciar et al. 2009).

Teniendo en cuenta el modelo utilizado se
puede afirmar que el extracto acuoso de C.
candamarcensis no induce citotoxicidad en
ninguna de las dosis evaluadas, sin embargo no
se cuenta con un andlisis quimico que permita
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hacer inferencias al respecto; estudios realizados
por Chinoy et al. (1994), con el extracto acuoso
de semillas de otras especies del género Carica
demuestran que no generan ningun tipo de dafio
en células reproductivas y renales.

El ensayo de mutagenecidad en S. typhimurium
(Test de Ames cepa TA100) realizado en este
estudio, demostré que las dosis evaluadas para
AEy EAde C. candamarcensis no inducen efecto
mutagénico con y sin activacion metabolica en
la cepa TA 100 de S. typhimurium. Estudios con
diferentes aceites esenciales 0 sus componentes
principales han demostrado que, de manera
general no inducen mutaciones nucleares. Segln
Bakkali et al. (2008), la mayor parte de los
aceites esenciales se han caracterizado por ser
citotdxicos sin ser mutagénicos, es probable que
también estén desprovistos de carcinogenicidad,;
esto concuerda con los resultados de este estudio
donde a pesar que se detecto efectos citotdxicos
en dosis elevadas de AE, en ninguna dosis se
encontré efecto mutagénico.

La caracterizacion preliminar del AE de frutos
maduros de C. candamarcensis obtenida por
MWHD mediante cromatografia de gases indica
la presencia de varias especies quimicas en donde
predominan los compuestos oxigenados con
un 72% vy el restante 28% esta conformado por
hidrocarburos saturados, insaturados y aromaticos,
monoterpenos, sesquiterpenos y compuestos
nitrogenados (Gémez y Moran 2005) Mena et al.
(2005). Rompelberg et al. (1995) sefialaron que
estos extractos constituyen mezclas complejas
en las que se pueden encontrar compuestos con
actividad antimutagénica, como monoterpenos y
sesquiterpenos que pueden debilitar o inhibir el
efecto genotdxico potencial.

Jahangir et al. (2006) encontraron que farnesol,
uno de los compuestos presentes en el aceite
esencial de chilacuan, tiene propiedades
quimiopreventivas ya que disminuye el dafio
oxidativo que causa el hierro en tejidos y
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organos, previniendo la formacién de tumores
en modelos murinos. Este sesquiterpeno es un
compuesto ampliamente utilizado en la industria
farmacéutica y cosmética gracias a que presenta
diferentes niveles de actividad biol6gica como:
bactericida, fungicida y antinflamatorio como lo
demostré Koo (2003).

Di Sotto et al. (2008) realizaron estudios in vitro
mediante el ensayo de Ames con S. typhimurium
enlas cepas TA98y TA 100, y sobre Escherichia
coli con la cepa WP2uvrA que demostraron
que el linalool, monoterpeno presente en el AE
de chilacuén, es un agente antioxidante que
puede estar ejerciendo un efecto protector con
accion antimutagénica.

Se recomienda sin embargo ampliar laevaluacion
de estos extractos con otras cepas como la TA 98
que permitan descartar otro tipo de mutaciones.

En el ensayo de genotoxicidad (ensayo cometa),
tanto el EA como el AE de chilacu&n no inducen
efecto genotdxico en ninguna de las dosis
evaluadas en el sistema de ensayo empleado.
Bakkali et al. (2008), sefialaron que una ventaja
representativa de los aceites esenciales es el
hecho que ellos por lo general son desprovistos
de riesgos genotdxicos a largo plazo. Ademas,
Bakkali et al. (2005) demostraron que algunos
de ellos presentan capacidad antimutagénica
muy clara que bien podria ser vinculada a una
actividad anticancerigena.

Beric et al. (2008) determinaron que el linaool
redujo la mutagenesis espontanea en la cepa de
E. coli K12 del 27 en un 44%; las pruebas del
efecto antigenotdxico fueron comparables al
modelo antioxidante de la vitamina E, ya que
redujeron el nimero de cometas inducidos por
H,0, entre el 45 al 70%, este efecto podria ser
atribuido a sus propiedades antioxidantes.

Particularmente sobre el compuesto farnesol,
Jahangir et al. (2006) han registraron los
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efectos protectores, la disminucién del dafio
oxidativo y quimiopreventivo; con base en
esto es posible suponer que este compuesto,
0 en conjunto con otros, puede haber influido
en que la respuesta haya sido negativa al
antagonizar cualquier efecto genotéxico
que pudiera inducir algun otro compuesto
presente en el extracto, situacion muy comdn
en la mayoria de las especies vegetales y que
contribuye a fundamentar la inocuidad de su
uso en la medicina tradicional.

De igual manera, existen registros de extractos
acuosos de plantas con actividad antigenotédxica
y antitumoral como el de Silva et al. (2008); es
importante sefialar que estudios de Mello et al.
(2008) con enzimas proteoliticas obtenidas de
frutos de C. candamarcesis han evidenciado
un efecto protector ante la ulceracion de la
mucosa gastrica en modelos murinos, que
probablemente este asociado a un efecto
mitogénico que favorece la recuperacion de
la mucosa gastrica; por lo tanto, y con base
en los resultados de este estudio es importante
realizar estudios de antimutagenecidad con la
misma prueba de Ames y antigenotoxicidad
con ensayo cometa con los dos extractos
evaluados , ademas del efecto antioxidante y
quimio protector que puedan tener.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos con
los extractos de C. candamarcensis, con base
en los modelos usados en este estudio se pueden
considerar que, el EA es seguro para consumo
desde los aspectos citotoxico, genotdxico
y mutagénico; y que para el caso de AE se
consideran dosis seguras de 102 e inferiores.

Sanchez et al. (2003) consideraron que existen
tres diferentes niveles de dafio al ADN que
deben ser evaluados por diferentes métodos,
el primer nivel, se evalla usando ensayos que
detecten especificamente dafio por rupturas en el
ADN, el segundo, es por mutacion en los genes,
y el tercero, mediante ensayos de citogenética,
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en este se realizaron ensayos para descartar
dafio en los dos primeros niveles.

En conclusion, este estudio demuestra que segun
las pruebas utilizadas todas las concentraciones
evaluadas son seguras a nivel citotoxico,
genotéxico y mutagénico. Sin embargo, se
requieren estudios adicionales con otros métodos
de ensayo que permitan confirmar o descartar
si los extractos inducen dafios relevantes sobre
el ADN, si tienen efectos antigenotoxicos
y antimutagénicos para contemplar, asi, su
posterior inclusién en el desarrollo de un
fitofarmaco de C. candamarcensis como
tratamiento complementario en pacientes con
antecedentes de infeccion de H. pylori.
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