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RESUMEN

Se emplearon 2 sistema de ensayo de genotoxicidad: unoin vitro, la prueba de segregacion
mitdtica en el hongo diploide Aspergillus nidulans D-30 y otro in vivo, el ensayo de induccion de
micronicleos en médula 6sea de raton. Se evalud la posible accién de dafio genético de las
tinturas de Melissa officinalis L. (toronjil) y Mentha piperita L. (toronjil de menta). En el ensayo
de segregacion mitotica se evaluaron las tinturas de toronjil y toronjil de menta con 4 y 6
concentraciones, respectivamente, en un rango de 0,037 a 0,298 y 0,025a 0,250 mg de
sélidos totales/mL, respectivamente. En el ensayo de induccién de micronlcleos se probaron
para el toronjil, dosis de 89,53; 179,06 y 358,11 mg/Kg de peso corporal y en el caso del toronjil
de menta, dosis de 64,00; 128,00 y 225,00 mg/Kg de peso corporal. En ninguna de las
pruebas realizadas se detectd dafio citotéxico significativo, ni la ocurrencia de efectos genotéxicos.

Descriptores DeCS: Melissa officinalis L.; Mentha piperita L.; Aspergillus nidulans; MICRO-
NUCLEOS; GENOTOXICIDAD; SEGREGACION MITOTICA; MEDULA OSEA; RATONES

ABSTRACT

Two assay systems of genotoxicity were used: onein vitro, mitotic segregation test in
Aspergillus nidulans D-30 diploid fungus, and another in vivo, micronuclei induction assay
in bone marrow of the mouse. Potential action of genetic damage of tinctures fromMelissa
officinalis L. (lemon balm) and Mentha piperita L. (mint lemon balm) was assessed. In mitotic
segregation assay, tinctures from Lemon Balm and mint lemon balm, with 4 and 6
concentrations, respectively, were evaluated within a range from 0,037 to 0,298 and from
0,025 to 0,250 mg of total solids, respectively. In micronuclei induction assay for lemon
balm, dose of 89,53; 179,06, and 358,11 mg/Kg boy weight, and for mint lemon balm dose
of 64,00; 128,00, and 225,00 mg/Kg body weight, were tested. In none of tests carried out
a significant cytotoxic damage, neither occurrence of genotoxic effects, were detected.

Subject headings: Melissa officinalis L; Mentha piperita L.; Aspergillus nidulans; MCRONUCLEI;
GENOTOXICITY; MITOTIC SEGREGATION; BONE MARROW,; MICE
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Los estudio de genotoxicidad constituyen un paso
importante en la evaluacion toxicoldgica de los
medicamentos de origen vegetal, éstos son mezclas
complejas con una 0 mas acciones terapéuticas, donde
pueden también estar presentes compuestos mutagenicos
relacionados con el desarrollo de procesos
carcinogénicos, teratogénicos y alteraciones genéticas
en la descendencia. Dentro de nuestro Plan de
Investigaciones de Fitofarmacos se procedio a evaluar
el posible efecto genotoxico de las tinturas de Melissa
officinalis L. (toronjil) y Mentha piperita L. (toronjil de
menta).

La especie Melissa officinalis L., conocida como
toronjil, hierba limon, té de Francia, etcétera es una
planta medicinal que a partir de su follaje se prepara
una tintura con propiedades farmacolégicas reconocidas
como: dermatoldgica, digestiva, antiviral, sedativa,
bacteriostatica y efecto antihormonal del extracto sobre
la funcioén pituitaria - tiroidea en ratas bajo exposicion
aguda y crénica.>® Popularmente se le atribuyen efectos
estimulante, cardiotonico, antiemético, etcétera; la
industria la utiliza para la fabricacion de licores y
perfumeria, ya que esta planta es rica en aceites
esenciales.?

La Mentha piperita L. es una planta medicinal, a la
cual se le atribuyen propiedades farmacoldgicas como:
antiespasmodica y antiséptica, entre otras.%’ La
poblacién la emplea como estimulante, estomaquica,
carminativa y para los mareos y vomitos.®

Los ensayos genotoxicos se iniciaron con el
hongo Aspergillus nidulans D-30 (diploide), prueba in
vitro que detecta, de forma rapida y sencilla, el dafio
genético inducido al nivel cromosémico como
aneuploidia, recombinacion mitética y determinados
tipos de aberraciones estructurales.®

Para realizar adecuada evaluacion genotoxica de
estas tinturas se procedid a evaluarlas con un ensayo in
vitro; se selecciono6 la prueba de induccion de
microndcleos en médula ésea de ratén, ensayo validado
internacionalmente, éste detecta la ocurrencia de
aberraciones cromosomicas en eritroblastos expuestos a
agentes que ocasionan clatogénesis y aneuploidia. Este
ensayo in vivo tiene el objetivo de que propiedades
metabolicas y toxicocinéticas estuvieran en condiciones
semejantes al hombre. X

El presente trabajo se propone determinar el posible
efecto citotdxico y genotdxico de 2 tinturas de plantas
medicinales, éstas se evallan mediante 2 sistemas de
ensayo a corto plazo: induccion de segregacion mitética
en el hongo Aspergillus nidulans D-30 y el ensayo de
induccidn de micronucleos en médula 6sea de ratdn.

METODOS
MATERIAL VEGETAL

El toronjil y el toronjil de menta se recolectaron en
la Estacion Experimental de Plantas Medicinales "Dr.
Juan Tomas Roig", Giira de Melena, La Habana, en
1993, las cuales corresponden a un nimero de herbario
Roig 4586 y Roig 4950, respectivamente. Las tinturas
se elaboraron a partir del follaje de las plantas, en la
Empresa Laboratorio Farmacéutico "Saul Delgado".

En el caso del toronjil, la muestra provenia del lote
2/93, cuyas caracteristicas fisico-quimicas fueron:
s6lidos totales 3,72 %; pH 6,3; indice de refraccion
1,337; densidad relativa 0,9062 y etanol 64,55 %.
Respecto al toronjil de menta, se empled en los ensayos
tintura del lote 2/93, con la caracterizacion: sélidos
totales 2,55 %; pH 6,3; indice de refraccion 1,364;
densidad relativa 0,9001 y etanol 65,60 %."

ENSAYO DE SEGREGACION SOMATICA

Se empleo la cepa Aspergillus nidulans D-30,* la
cual tiene 4 mutaciones recesivas para el color de los
conidios. Esta cepa fue sintetizada por medio del ciclo
parasexual, se emplearon las cepas haploides A 593(a)
y A 594(b) procedente del Fungal Genetic Stock Center
(FGSC) en Atlanta, USA. El medio de cultivo empleado
fue medio completo (MC).%

Los ensayo de toxicidad y genotoxicidad se
ejecutaron por el método de incorporacidon de placas.*
Las tinturas de las plantas se afiadieron al medio completo
liquado a 45 °C. Se prepararon grupos de 14 placas para
cada dosis y 4 placas se inocularon en punto al centro
con conidios de la cepa diploide D-30 para evaluar la
toxicidad cuantitativa después de 72 h de incubacion a
37 °C.

El indice de citotoxicidad (IT), expresado como
porcentaje de reduccion del diametro de las colonias con
respecto al control negativo (solvente) se determind
transcurrido ese tiempo. Para evaluar la genotoxicidad,
las placas restantes con MC se inocularon en 5 puntos
equidistantes y se incubaron a 30 °C durante 6-10 dias,
contando los sectores segregantes coloreados, aparecidos
en las colonias. La frecuencia de sectores por colonias
(FSC) determina los procesos genotdxicos que conducen
a la segregacion somatica.*®

Se ensayaron concentraciones en miligramos de
solidos totales/mL de MC, hasta 0,298 (toronjil) y 0,250
(toronjil de menta), porque a partir de esos valores se
producen cambios morfoldgicos en la conidiacién y color



de los conidios (apariencia algodonosa), que pueden
impedir un correcto recuento de los sectores segregantes.

El control negativo empleado fue etanol al 64,55y
65,60 %, a la concentracion final presente en las dosis
maximas de las tinturas estudiadas; 0,52 y 0,65 % (v/Vv)
para el toronjil y el toronjil de menta, respectivamente.
El control positivo utilizado fue el hidrato de cloral en
una concentracion de 6 mM.

Para el analisis estadistico, los datos primarios se
normalizaron mediante la transformacion (x + 0,5)"2 a
los sectores segregantes presentes en cada colonia
analizada, posteriormente se le aplicé un ANOVA de una
via.!

ENSAYO DE MICRONUCLEOS

Se emplearon ratones albinos de la linea no isogénica
suizo procedentes del Laboratorio de Control Biolégico
del CIDEM, con un peso promedio para el toronjil de
30,43 £ 2,60y para el toronjil de menta de 31,70 + 3,80,
entre 8 y 10 semanas de nacido.

Previo al experimento, los animales se sometieron a
un periodo de adaptacion de una semana en condiciones
de humedad y temperatura convencionales. La alimentacion
consistio en ratonina peletizada y agua sin restriccion.

Se prepar6 un esquema de trabajo de 6 grupos de
10 animales (5 machos y 5 hembras) un control negativo
(solvente), un control espontaneo, un control positivo y
3 dosis.

Los animales se escogieron al azar, los grupos fueron
separados en jaulas independientes. La administracion
de las tinturas se realiz6 por via oral, como lo indica su
uso terapéutico, en un volumen equivalente a 1 % de su
peso corporal, tanto para el toronjil como el toronjil de
menta. Las dosis se seleccionaron sobre la base de la
LD,, (dosis letal media) de los fitofarmacos, lo que
corresponde un valor de 716,21 mg/Kg de peso corporal
y de 364,00 mg/kg de peso corporal para el toronjil y el
toronjil de menta, respectivamente (Tillan J. Laboratorio
de Control Biolégico del CIDEM, comunicacién
personal) y como maximo, una dosis equivalente al 80 -
-50 % de la LD,.'" El resto de las dosis correspondie-
ron al 50 y 25 % de la dosis maxima.

Para que el contenido de etanol no provocara muerte
en los animales se establecié un limite que no excediera
de 4,74 g/kg de peso corporal, si se tiene en cuenta que
la LD, para el etanol en nuestras condiciones
experimentales fue de 7,8 g/Kg de peso corporal.

El esquema de tratamiento consistio en 2 adminis-
traciones separadas por un intervalo de 24 h y sacrificio
por dislocacion cervical 24 h después del Gltimo
tratamiento.®®

Las muestras de médula Gsea se recogieron en suero
bovino fetal libre de calostro,*® se fijaron con etanol al
95 % (v/v) durante 5 min y se secaron al aire por 24 h.
Finalmente se tifieron con solucion Giemsa al 5 % (v/v)
en agua corriente durante 20 min. Se contabilizaron
1 000 eritrocitos policromados (PCE) por animal y
ademas, los eritrocitos normocromados (NCE) por cada
250 PCE, para calcular el IT expresado por la relacién
PCE/NCE. Los microntcleos (MN) se identificaron de
acuerdo con el criterio establecido por The Collaborative
Study Group for the Micronucleus Test.*®

Como control negativo se empleo el etanol al 64,55
y 65,60%, como control positivo se emple6
ciclofosfamida 20 mg/Kg de peso corporal.

Para la evaluacion estadistica, los valores de la
relacion PCE/NCE y el porcentaje de eritrocitos
policromaticos micronucleados (% mMPCE) se
normalizaron mediante la transformacién v (x + 1). Los
valores transformados se procesaron mediante un
ANOVA de 2 vias, si se tiene en cuenta el sexo y las
dosis ensayadas.?

RESULTADOS

SEGREGACION SOMATICA
EN Aspergillus nidulans D-30

La tabla 1 muestra los resultados de las tinturas
estudiadas; tanto para el toronjil como el toronjil de
menta no se observa una toxicidad cuantitativa apreciable
en el rango de las concentraciones analizadas, ni tampoco
se observd efecto genotoxico significativo al realizarle
un analisis de varianza simple a las FSC comparada con
el control negativo para todas las concentraciones
ensayadas.

ENSAYO DE INDUCCION
DE MICRONUCLEO

En la tabla 2 se muestran los resultados obtenidos
en el ensayo de induccion de microndcleos para las 2
tinturas. Como se puede observar, para el IT no se
encontraron diferencias significativas en relacién con el
sexo (p = 0,86) e interaccién sexo - dosis (p = 0,88) para
el toronjil. Tampoco para el toronjil de menta se
detectaron diferencias significativas en relacion con las
dosis (p = 0,24), sexo (p = 0,96) ni para la interaccién
sexo - dosis (p = 0,81).

Para el porcentaje de mPCE, indicador del efecto
genotéxico, en el caso del toronjil, no se observaron
diferencias significativas en cuanto al sexo (p = 0,39),



dosis (p = 0,85) ni para la interaccion sexo - dosis
(p=0,75). Enrelacion con el toronjil de menta tampoco
se evidenciaron diferencias en cuanto al sexo (p = 0,19),
dosis (p = 0,42) ni para lainteraccién sexo - dosis
(p=0,89).

No se encontraron diferencias significativas entre
el control negativo y el espontaneo, en relacion con los

valores del IT y el porcentaje de mPCE. También se
demuestra que el etanol administrado como control
negativo no afecta el parametro que indica dafio genético
(% mPCE), ya que los valores obtenidos para la
frecuencia espontanea se encuentran entre los valores
reportados por 15 laboratorios (0,12- 0,49 %) en un estu-
dio de Internal Program of Chemical Safety (IPCS).#

TABLA 1. Resultados del ensayo de induccion de segregacion somatica en Aspergillus nidulands D-30

Concentracion Toxicidad Genotoxicidad
Colonias Diametrd IT Colonias Sectores
(mg/mL) analizadas (mm) (%) analizadas segregantes  FSC  ISMI¢
Toronjil
Etanol® 7 45,2 - 100 79 0,79 1,00
(0,52%)
0,037 7 47,2 -5,09 100 40 0,40 0,51
0,111 7 46,9 -3,76 100 53 0,53 0,67
0,186 7 48,2 -2,71 100 63 0,63 0,80
0,298 7 45,1 0,22 100 56 0,56 0,71
Toronjil de
menta
Etanol® 8 39,6 - 100 47 0,47 1,00
(0,65%)
0,025 8 39,1 1,26 96 50 0,52 1,11
0,050 8 38,6 2,67 100 56 0,56 1,19
0,100 8 38,5 2,85 100 52 0,52 1,00
0,150 8 38,6 2,67 95 28 0,61 1,30
0,200 8 39,1 1,26 100 39 0,39 0,83
0,250 8 39,1 -0,38 100 43 0,43 0,91
Hidrato
de cloralf 8 12,2 69,24 100 218 2,18 447
6mM

aDjametro de las colonias a las 72 h de incubacién a 37°C. Pindice de toxicidad, reduccién del diametro de las colonias respecto
al control negativo. °Frecuencia de sectores por colonias. %indice de segregacion mitética inducida, razén de incremento de la
FSC respecto al control negativo. ¢Control negativo. ‘Control positivo: “p<0,01



TABLA 2. Resultados del ensayo de induccién de micronucleos en médula 6sea de ratén

PCE
Dosis Animales I+ DE analizados mPCPE %mPCE+DE
Etanol® 10 1,45%0,13 10 220 19 0,19+0,06
(4,74 mg/kg)

Toronjil
(mg/kg)

89,53 10 1,39+0,24 10 240 19 0,19+0,05
179,06 10 1,45%0,32 10 280 19 0,18+0,08
358,11 10 1,50+0,36 10 320 17 0,16+0,05

Agua destilada® 10 1,48+0,04 10 200 18 0,17+0,09
Etanol® 10 1,27+0,33 10 207 24 0,24+0,11
(4,74 mg/kg)

Toronjil de menta

(mg/kg)

64,00 10 1,21+0,43 10 348 21 0,20+0,11
128,00 10 1,16+0,75 10 084 14 0,14+0,12
225,00 10 1,0040,23 10 128 22 0,22+0,14

Agua destilada® 10 1,29+0,55 10 125 28 0,28+0,24
Ciclofosfamida® 10 0,44+0,22" 10 284 88 0,86+0,48"

(20 mg/kg)

%Indice de citoxicidad (relacion PCE/NCE).’PCE microucleados. Control negativo. %Control espontaneo. *Control positivo:

“p<0,01.

DISCUSION

En relacion con la citotoxicidad, en el ensayo de
segregacién somatica, en valores superiores de las
concentraciones ensayadas se observaron alteraciones
morfoldgicas y de conidiacion en el botén central de las
colonias (aspecto algodonoso de color blanco), por lo
que impedia la visualizacion de los sectores de color
segregados. Estos efectos citotdxicos que se observan
en concentraciones superiores a las establecidas pueden
deberse, entre otros factores no ligados a dafios del
genoma celular, a las acciones sobre el complejo proceso
bioquimico del ciclo celular (sintesis de proteina que
actua sobre el proceso de formacion de la membrana,
pared celular, etcétera) que provocan un efecto fungicida
o fungiestatico de los productos estudiados. La
concentracion de etanol en que se trabajo (0,52 % para
el toronjil y 0,65 % para el toronjil de menta) se
encuentran dentro de los valores permitidos para este
tipo de ensayo, pues se reporta que puede emplearse
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hasta concentraciones de 2 % en el método de
incorporacidn en placa.?

La ausencia de genotoxicidad in vitro de las tinturas
ensayadas demuestran que estos fitofarmacos no
contienen genotoxinas en concentraciones tales que
alteren la maquinaria genética en este tipo de ensayo, 0
que estén presentes sustancias antimutagénicas
(clorofila, carotenoide, etcétera) que inhiben o debilitan
la accion directa de las genotoxinas.?

Por los resultados negativos obtenidos en el en-
sayo in vitro, el cual es mas sensible que la prueba de
induccion de micronucleos in vivo, era de esperarse la
ausencia de genotoxicidad en esta Gltima, como
efectivamente se comprobd.

Para confirmar estos resultados se reporta un efecto
negativo en el ensayo de Ames, al emplear las cepas de
Salmonella typhimurium TA 98, TA 100y TA 1535, con
activacion metabdlica y sin ella para el toronjil de

menta.?



CONCLUSIONES

En las condiciones de ensayo descritas, las tinturas
de Melissa officinalis L. (toronjil) y Mentha piperita L.
(toronjil de menta) no presentaron accion genotoxica,

ya que:

1. No indujo un incremento significativo en la frecuencia
de sectores por coloniasen la cepa Aspergillus
nidulans D-30.

2.No se observo un incremento significativo en la
frecuenciade micronucleos en los eritrocitos
policromaticos.
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