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RESUMEN

INTRODUCCION: dentro de la gran variedad de recursos de origen natural y que
diversos estudios reportan propiedades medicinales, se encuentra la planta de
Lippia alba (Mill.) N.E. Brown; es un arbusto aroméatico que pertenece a la familia
Verbenaceae, originaria de América tropical. Conocida en Colombia como pronto
alivio. Presenta numerosas propiedades medicinales como antiespasmaédica,
carminativa, digestiva, diurética, expectorante, laxante, sedante, somnifera,
sudorifica, antimicrobiana, antioxidante, antiulcerosa y anticonvulsivante.
OBJETIVO: se evalu6 el efecto protector del aceite esencial obtenido de tallos y
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hojas frescas de L. alba sobre la toxicidad del mercurocromo en raices de A. cepa.
El mercurocromo a 10, 250 y 500 pM mostré efecto toxico sobre las células
meristematicas de A. cepa. El aceite a 100 pM, produjo un efecto protector
demostrado por la disminucion de AC y aumento de la longitud y peso de las raices
expuestas a mercurocromo 10 y 500 pM.

METODOS: los parametros evaluados fueron alteracion del indice mitotico,
inhibicién del crecimiento radicular e induccion de aberraciones cromosémicas en
ausencia y presencia del aceite esencial.

RESULTADOS: el mercurocromo a 10, 250 y 500 pM mostro efecto téxico sobre
las células meristematicas de A. cepa. El aceite a 100 uM, produjo un efecto
protector demostrado por la disminucién de aberraciones cromosémicas, asi como
aumento de la longitud y peso de las raices expuestas a mercurocromo 10 y 500
UM.

CONCLUSIONES: los datos presentados en esta investigacion mostraron que
disminuy6 la aparicion de aberraciones cromdsomicas y cambios morfologicos
producidos por la exposiciéon de células meristematicas de A. cepa a mercurocromo,
lo cual indica un efecto protector o antigenotoxico del aceite esencial de L. alba.

Palabras clave: aceite esencial, Allium cepa, células meristematicas, crecimiento
radicular, efecto protector, genotoxicidad, indice mitético, Lippia alba Mill N.E.
Brown, mercurocromo.

ABSTRACT

INTRODUCTION: within the great variety of natural resources and that different
studies report its medicinal properties, is the Lippia alba (Mill) N.E. brown plant
which is a aromatic bush belonging to Verbenaceae family to come from tropical
America. Known in Colombia as soon relieve, it has many medicinal properties as
antispasmodic, carminative, digestive, diuretic, expectorant, laxative, sedative,
somniferous, sudoriferous, antimicrobial, antioxidant, antiulcerative and
anticonvulsant.

OBJECTIVE: authors assessed the protective effect of essential oil obtained from
stem and fresh leaves of L. alba on the mercurochrome toxicity on A. cepa roots.
Mercurochrome (10, 250 and 500uM showed a toxic effect on the meristic cells of
A. cepa. Oil (100 uM) had a protective effect demonstrated by AC decrease and an
increase of the length and weight of roots exposed to mercurochrome (10 and 500
uM). METHODS: the parameters assessed include the mitotic rate alteration,
radicular growth inhibition and chromosome induction in the absence and in the
presence of essential oil.

RESULTS: mercurochrome (10, 250 and 500 pM had a toxic effect on meristic cells
from A. cepa. Oil (100 uM) had a protective effect demonstrated by decrease of
chromosomal aberrations, as well as an increase of length and weight of roots
exposed to mercurochrome (10 and 500 pM.

CONCLUSIONS: data showed in present research suggest that there was a
decrease of chromosomal aberrations appearing due to exposition of A. cepa
meristic cells to mercurochrome indicating a protective or anti-genotoxic effect of
essential oil of L. alba.

Key words: essential oil, Allium cepa, meristic cells, radicular growth, protective
effect, genotoxicity, mitotic rate, Lippia alba Mill N.E. Brown, mercurochrome.

28
http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Plantas Medicinales 2010; 15(1)27-37

INTRODUCCION

El desarrollo global en las dltimas décadas ha estado caracterizado por un
incremento en la utilizacidon de sustancias quimicas toxicas asociadas con diferentes
tipos de actividades (industrial, urbana, hospitalaria, comercial y agricola.! Los
bioensayos surgen como un instrumento alternativo y que complementa los
tradicionales analisis quimicos para la determinacién de toxicidad de muestras
ambientales.? Estos pueden auxiliar en la evaluacién de los efectos a la salud
(toxicidad humana y animal) y de los efectos ecolégicos, de millares de sustancias
quimicas toxicas que son introducidas por varias vias en el ambiente y permiten su
aplicacién en programas de monitoreo en la evaluacién de la toxicidad.® Entre ellos,
los realizados con plantas presentan especies representativas de los
agroecosistemas horticolas, uno de los mas empleados es la prueba con Allium
cepa.*® Hoy dia existe una variedad de productos de uso humano que contienen
como principio activo componentes toxicos, tal es el caso del mercurocromo,
nombre comercial de la merbromina y usualmente de tinturas hechas con
merbromina y alcohol o agua (merbromina 2 %), la cual es una sal disédica
6rgano-mercurica fluorescente, empleada en medicina por sus propiedades
antisépticas hace mas de 60 afios.® Pocos son los reportes que evidencian su
toxicidad,® existe la necesidad de conocer estos dafios y buscar componentes
naturales, como alternativas que los contrarresten. Dentro de la gran variedad de
recursos de origen natural y que presenta diversos estudios reportados como
propiedades antioxidantes, esta el aceite esencial obtenido de la planta L. alba
(Mill.) N.E. Brown; es un arbusto aromatico que pertenece a la familia
Verbenaceae, originaria de América tropical. Conocida en Colombia como pronto
alivio, entre sus numerosas propiedades terapéuticas pueden citarse su utilidad
antiespasmodica, carminativa, digestiva, diurética, expectorante, laxante, sedante,
somnifera, sudorifica, antimicrobiana, antioxidante, antiulcerosa y
anticonvulsivante.”®

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto protector del aceite esencial de L.
alba sobre la toxicidad del mercurocromo, al aplicar la prueba de Allium cepa, por
causa de las numerosas propiedades reportadas de este aceite; ademas, estudios
indican que este ensayo es un biomonitor adecuado tanto para el analisis de
toxicidad como de genotoxicidad.®

METODOS

Se emplearon plantas superiores (A. cepa) como sistema biolégico, en las cuales la
observaciéon de aberraciones cromosémicas constituye el principal método de
analisis.

Determinacion de la concentracion toxica y el efecto genotdxico del mercurocromo
en meristemos de Allium cepa. Cultivo celular

Cebollas blancas (A. cepa) de 2,5 cm de diametro, secas y sin formacién de hojas
y(0) raiz, fueron adquiridas y trasladadas al laboratorio para ser sometidas a los
procesos de limpieza y adecuacion correspondientes. Los bulbos fueron colocados
en vasos plasticos transparentes con agua potable, iluminaciéon directa y
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temperatura entre 24 y 25 °C; se realiz6 cambio total del agua cada 24 h hasta
culminar el periodo de estimulacién de 72 h, se alcanzé asi, meristemos radiculares
con longitudes entre 1,5y 2,5 mm.

Prueba toxicologica

Obtenidas las longitudes de las raices deseadas, se constituyeron los grupos de
trabajo: control negativo (agua potable), control positivo (cadmio 22,5 uM) y
mercurocromo 0,01, 0,1, 1, 10, 50, 100, 250 y 500 uM. EIl téxico empleado
(mercury dibromofluorescein disodium salt), se obtuvo de Sigma Aldrich, cada
ensayo se hizo por triplicado, periodo de experimentacion de 72 h y renovacion
total durante este periodo de las soluciones a evaluar.

Prueba citolégica: fijacion-coloraciéon-montaje-medicion

Apices radiculares de cebolla blanca cortados 2 mm antes de la cofia, se tomaron
en cada intervalo de tiempo correspondiente (24 a 72 h); estos fueron sometidos a
acido clorhidrico 1 N, durante 10 min. Los apices fueron retirados del acido y
colocados en laminas portaobjetos donde les fue agregado a cada uno fucsina
basica (10 min), se adiciond un cubreobjeto para realizar el aplastamiento
mecanico llamado también squash y quedaron asi listas las preparaciones
citologicas para ser observadas. Aproximadamente 3 000 células se analizaron por
grupo de tratamiento, se determinaron a su vez las fases mitéticas y las
aberraciones (fragmentos puentes y cromosomas aislados).

Evaluacion del efecto protector del aceite de Lippia alba

El aceite esencial de L. alba utilizado en este estudio fue suministrado por el Centro
de Excelencia CENIVAM (Universidad Industrial de Santander).

Prueba toxicoldgica

Los grupos de trabajo fueron: control negativo (dimetil sulféxido: DMSO), control
positivo (Cadmio: Cd 22,5 uM), soluciones de mercurocromo (10 y 500 pM) y las
mezclas de mercurocromo (10 y 500 pM) mas el aceite de L. alba (100 pM).

Analisis estadistico

Los datos obtenidos de los bioensayos son presentados como las medias * error
estandar de la media (SEM), para un minimo de 3 experimentos realizados por
triplicado. Las medias para los marcadores evaluados en las diferentes
concentraciones utilizadas se compararon mediante ANOVA, previa revision de la
normalidad y de varianza, con el empleo de Kolmogorov-Smirnov y Barlett. Para
todos los casos el nivel de significacion a utilizar fue p< 0,05.

RESULTADOS

Al evaluar mercurocromo a 10 y 500 pM en relacién con el indice mitético de las
raices (Fig. 1), se encontr6 que tanto a las 24 como a las 72 h de exposicion la
concentraciéon de 10 uM no presenté diferencia significativa con el control negativo
(DMSO); por el contrario, si se pudo observar un efecto téxico del mercurocromo a
500 pM.
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En la figura 2, la solucion de mercurocromo a 500 uM no mostré aberraciones, a
diferencia de la concentraciéon 10 uM, la cual presenté diferencia significativa con el
control negativo. La adicion del aceite (100 puM) a mercurocromo de 10 uM,
presento6 diferencia significativa comparada con los valores obtenidos para esta
misma concentracion de mercurocromo sin el aceite, tanto a las 24 como a las 72 h
de exposicion.

El efecto protector del aceite esencial de L. alba sobre la toxicidad producida por el
mercurocromo sobre el crecimiento de la raiz (Fig. 3), mostré que a las 24 h la
concentracion de 10 uM de mercurocromo no presenté diferencia significativa
cuando se compard con el DMSO, lo cual indicé ausencia del efecto téxico del
mercurocromo a esta concentracion sobre el crecimiento en longitud de la raiz. Sin
embargo, a las 72 h, se presenté una moderada actividad toxica (p< 0,01). Como
se puede observar en la figura 3, al adicionar el aceite se presenta una diferencia
significativa al comparar los resultados obtenidos para el mercurocromo 10 puM, con
aquellos obtenidos para la mezcla de mercurocromo 10 pM mas el aceite 100 pM, lo
cual significa un efecto protector del aceite. Para la concentracién de 500 uM de
mercurocromo, una diferencia significativa se observé (p< 0,001) cuando se
comparo6 con el DMSO 0,5 %; se corroboro el efecto inhibidor del crecimiento
producido por el mercurocromo como se indicé previamente en este estudio. La
adicion del aceite esencial de L. alba 100 uM no produjo diferencia significativa a las
24 h, cuando se compararon los resultados obtenidos por la concentracion de 500
UM de mercurocromo solo con los de la mezcla de mercurocromo 500 uM mas el
aceite esencial; esto indica ausencia de efecto protector. Sin embargo, a las 72 h si
se present6 una diferencia significativa que permite sugerir un efecto protector
importante contra la toxicidad del mercurocromo, ejercida por el aceite esencial de
L. alba.

Como se puede observar, los resultados obtenidos a las 24 y 72 h de exposicion de
las raices al mercurocromo, antes y después de adicionar el aceite de L. alba, son
muy similares (Fig. 4). Lo anterior significa que el aceite no incrementa su actividad
protectora a través del tiempo, en relacién con el peso de la raices, a diferencia de
lo que se observé en este estudio para el caso del crecimiento en longitud de estas.

DISCUSION

De acuerdo con los resultados obtenidos, las alteraciones fisicas como ganchos,
noédulos, formacion de raices laterales, adelgazamiento y ablandamiento estas,
encontradas en las raices tratadas con mercurocromo a las concentraciones de 10,
50, 100, 250 y 500 uM, coinciden con estudios realizados en los cuales fue
empleado cadmio como agente genotdxico;'° lo anterior puede explicarse porque el
cadmio puede ser acumulado por las plantas, principalmente en las raices y hojas,
lo cual produce desérdenes en su fisiologia e inhibe el crecimiento y afecta su
morfologia, por competir bioquimicamente con metales esenciales como el Fe*,
Mn?*, Zn** y Ca®* en la raiz, asi como disminuye la concentracién de clorofila hasta
60 % en las hojas.™ Los dafios presentados en el peso y la longitud de las raices de
A. cepa expuestas a diferentes concentraciones de mercurocromo a lo largo de este
estudio fueron visibles a concentraciones de 10 y 500 uM, a diferencia de las raices
expuestas al control negativo (DMSO), las cuales mostraron un crecimiento y peso
normal con el pasar del tiempo, de esta manera se corrobor6 el efecto toxico del
mercurocromo sobre su crecimiento; estos resultados permiten establecer
similitudes con reportes de otros autores, quienes establecieron alteraciones con
otras sustancias toxicas en otros cultivos celulares, reflejado por un bloqueo en el
crecimiento de las raices de diferentes plantas como el género Helianthus,?
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Hordeum vulgares,*® Z. mays.** De igual forma, Fusconi reporté resultados
similares utilizando Cd como agente genotdxico, él mostré que este metal causé
una inhibicidon en el crecimiento de las raices de Pisum sativum, cuando observé su
crecimiento en soluciones de cadmio a 250 uM, después de 24 h de tratamiento.*

La inhibicién en longitud de las raices observadas en este estudio puede explicarse
quizas por mecanismos relacionados con el funcionamiento de la membrana
plasmatica, y que involucran diferentes especies quimicas, todas ellas de
importancia en la fisiologia vegetal, como el cinc (Zn*"), magnesio (Mg®*) y al
calcio (Ca®"). Las bajas concentraciones de iones cinc favorecen un aumento de la
autooxidacion de la membrana plasmatica, 6érgano en el cual estan ubicados los
principales sitios de selectividad en la adquisicion de cationes y aniones, que
provoca graves perturbaciones del ambiente celular; en consecuencia, dan un
transito desordenado de elementos metalicos o metaloides, que conducen
finalmente a la inactivacién de enzimas especificas en la sintesis de proteinas y de
ARN,*® responsables directos del desarrollo de las raices.

El analisis microscopico para las alteraciones cromosdmicas realizado a las raices de
A. cepa, durante su exposicion a las diferentes concentraciones de mercurocromo,
fueron dadas durante las etapas del ciclo celular correspondientes a la metafase y
anafase, lo cual indica puentes cromosdémicos, cromosomas aislados y
fragmentados como los dafios genéticos mas frecuentes; resultados que se apoyan
en estudios realizados por Lazutka y otros.'’ Posiblemente, los dafios genotéxicos
identificados en el presente estudio son resultado de la generacion de especies
reactivas de oxigeno, durante las reacciones de reduccién y oxidacién que sufren
los metales pesados en el interior de las células y por la interferencia en los
procesos de reparacion y replicacion del ADN.*® Una vez incorporados estos metales
a los tejidos, se bioacumulan y son capaces de reaccionar con moléculas organicas,
que presenten en su estructuras grupos sulfhidrilos y, en menor medida, radicales
amino, fosfato, carboxilo, imidazol e hidroxilo, los cuales estan presentes en
enzimas, proteinas esenciales y acidos nucleicos.*® Los resultados expuestos
sugieren que el aceite esencial de Lippia alba ejerce un efecto protector sobre la
disminucién en la presencia de aberraciones cromosdmicas, peso y longitud de las
raices de Allium cepa expuestas a mercurocromo 10 y 500 pM y a Cda 22,5 uM.

El aceite de L. alba a la concentracién de 100 uM, no produjo alteraciones sobre las
células meristematicas de A. cepa, a pesar de que para la carvona, componente
principal del aceite, se ha reportado efecto mutagénico débil en la prueba de Ames.
Por el contrario, disminuyo la aparicion de aberraciones cromdésomicas (puentes
cromosoémicos, cromosomas fragmentados y aislados) y cambios morfoldgicos
(adelgazamiento de las raices) producidos por la exposicién de células
meristematicas de A. cepa a mercurocromo 10 uM, lo que indica un efecto protector
0 antigenotéxico del aceite de L. alba.
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Fig. 1. Efecto del mercurocromo en ausencia y presencia del aceite esencial de L. alba sobre
gl indice mitotico en raices de ceballa durante las 24 y 72 b de exposicion. El control
negativo corresponde a una solucion de dimetil sulfoxido (OMSOY v el positivo a una solucian
de cadmio {Cd) 22,5 pM,
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Fig. 2. Efecto del mercurocromo en ausencia y presencia del aceite esencial de L. alba sohre

el indice de aberraciones en rafces de cebolla durante las 24 v 72 h de exposician. El control

negativo corresponde a una solucion de dimetil sulfaxido (DMSO) v el positivo a una solucion
de cadmio {Cd) 22,5 pM.
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Fig. 3. Efecto del mercurocromo en ausencia v presencia del aceite esencial de L. albz =sobre
la longitud en raices de cebolla durante las 24 v 72 h de exposicion. El contral negativo
corresponde a una solucion de dimetil sulfaxido {DMSOY v el positiva a una solucion de

cadmio (Cd)y 22,5 pM,
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