REV CUBANA PLANT MED 1999;3(2):57-64

Centro de Investigacién y Desarrollo de Medicamentos CIDEM

AUSENCIA DE POTENCIAL GENOTOXICO IN VITRO E IN VIVO
DE UN EXTRACTO FLUIDO DE PIPER AURITUM H.K.B.

Lic. Angel Vizoso Parra,’ Lic. Arilia Garcia Lopez y Lic. Alberto Ramos Ruiz’

RESUMEN

Se presentan los resultados obtenidos al evaluar el potencial genot6xico de un extracto fluido con un menstruo etanélico al 70 % de Piper
auritum H K.B. (caisimén de anis) en 3 sistemas de ensayo a corto plazo, 2 in vitro, empleando el ensayo de Ames y el sistemaAspergillus
nidulans D-30 (ensayo de segregacién somadtica) y otro in vivo, utilizando la prueba de induccién de micronticleos en médula ésea de ratén.
En el ensayo de Ames se evaluaron concentraciones en un rango de 50 a 5 000 pg/placa para las cepas TA-1535, TA-100 y TA-98 y para
la cepa TA-1537 de 500 a 5 000 pg/placa. En el ensayo de segregacién somadtica se probaron concentraciones de 0,06 a 1,80 mg de sélidos
totales/mL. Para la prueba de induccién de micronticleos se ensayaron un rango de dosis de 283,00 a 1 134,63 mg/kg de peso corporal (pc).
Los resultados obtenidos demuestran que el extracto fluido de Piper auritum H.K.B. fue moderadamente citotéxico en el sistema
Aspergillus nidulans D-30, no comportandose asi en el ensayo de Ames, ni en la prueba de micronticleos. No se observé respuesta
genotdxica en los 3 sistemas empleados.

Descriptores DeCS: PLANTAS MEDICINALES; TEST DE MICRONUCLEOS; ENSAYOS CLINICOS; ASPERGILLUS
NIDULANS; MEDULA OSEA/efectos de drogas; RATONES.

SUMMARY

We present results obtained in evaluation of genotoxic potential of a fluid extract, using ethanolic menstrum to 70 % from Piper auritum
H.K.B. (caisimén de anfs) in three short term trial systems, two in vitro, using Ames trial, and D-30Aspergillus nidulans system (somatic
segregation trial), and other in vitro, using micronuclei induction test in mouse bone marrow. In Ames trial, we evaluated concentrations
in arank of 50 to 5 000 pg/plate to strains TA-1535, TA-100, and TA-98 as well as to strain TA-1537 of 500 to 5 000 |.lg/plate. In somatic
segregation trial, concentrations of 0,06 to 1,80 mg of total solids /mL, were analyzed. For micronuclei induction, a doserank of 283,00
to 1 134,63 mg/kg of body weight (B.W.) was assayed. Results obtained showed that fluid extract from Piper auritum H.K.B., was
moderately cytotoxic in D-30 Aspergillus nidulans system, but not in Ames trial, and in micronuclei test. There wasn’t genotoxic response
in all three systems used.

Subject headings: PLANTS, MEDICINAL; MICRONUCLEI TESTS; CLINICAL TRIALS; ASPERGILLUS NIDULANS; BONE
MARROW/drug effects; MICE.

Con el auge que en la actualidad tiene la Fitoterapia, la
Genética Toxicoldgica se ha puesto a su servicio, y se ha
comprobado que los medicamentos de origen vegetal con
una o mds acciones terapéuticas pueden presentar sustancias
con actividad mutagénica relacionadas con procesos
carcinogénicos, alteraciones en la descendencia y desarrollo
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de malformaciones congénitas."* Dentro de nuestro proyec-
to de investigacién se procedié a evaluar la posible activi-
dad genotéxica de un extracto fluido con un menstruo
etandlico 70 % de Piper auritum H.K.B. planta perteneciente
a la familia Piperaceae originaria de México muy difun-
dida en Cuba donde se le conoce como anisillo o caisimén



de anis. Ademds existe en otros paises de América Central
y Colombia.’

Sus hojas se emplean como emoliente y para aliviar el
dolor de cabeza. Se le ha empleado en el tratamiento de angi-
nas, erisipela, fiebre, gota y reumatismo y se le ha atribuido
propiedades diaforéticas y estimulantes.’ Ademds se ha utili-
zado como abortivo.°

El caisimén de anis es una planta rica en alcaloides.” En
sus hojas pueden encontrarse sesquiterpenos y monoterpenos
como borneol, canfor, cineol, otros como eugenol, safrol y
una amplia variedad de componentes bencénicos.*!°

En sus raices se ha detectado isoquinolonas y en sus
frutos, aminas, azicares reductores, taninos y esteroides-
triterpenos.!!!2

Se ha comprobado farmacolégicamente la actividad
antibacteriana de diferentes extractos de la planta, tanto de
sus hojas como de su tallo. Igualmente se demostré actividad
antiftiingica frente a Candida albicans y Cladosporium sp
de extractos crudos de caisimén de anis.!** También diver-
sos extractos de tallos y hojas de la planta demostraron ac-
ciones hipotensoras del musculo uterino y vasodilatador.'

Los ensayos genotdxicos se iniciaron con 2 ensayos in
vitro: la prueba de Ames que detecta de una forma rapida y
sencilla mutaciones puntuales.'®” Y la prueba con el hongo
diploide Aspergillus nidulans D-30, la cual pone de mani-
fiesto dafio primario en el ADN. Este ensayo permite distin-
guir especialmente aquellos sectores segregantes que ocu-
rren por recombinacion mitética, no disyuncidon cromosdmica
(aneuploidia) y ciertos tipos de aberraciones cromosémicas
estructurales.'®

Posteriormente se evalud el extracto fluido del caisimén
de anis mediante un ensayo in vivo, seleccionandose la prue-
ba de microndcleos en médula dsea de ratén, que detecta
dafio cromosdmico en eritoblastos expuesto a agentes
aneugénicos y clastogénicos. "

El presente trabajo tiene como objetivo determinar la
posible accién citotéxica y genotdxica de un extracto fluido
de Piper auritum H.K.B. empleando los 3 sistemas de ensa-
yos a corto plazo propuestos.

METODOS
MATERIAL VEGETAL

La planta se cultivé en la Estacion Experimental de Plan-
tas Medicinales "Dr. Juan Tomas Roig", Giiira de Melena,
Habana. A partir de sus hojas se prepar6 un extracto fluido
con un menstruo etandlico al 70 %, segtn la Norma Ra-
mal Vigente.?® La muestra estudiada correspondia al lote
3/97, el cual contenia: etanol, 61,30 % v/v; sdlidos tota-
les, 10,94 %; indice de refraccién, 1,382; pH, 6,3; aceite
esencial, 1,06 %. Un ejemplar de la planta se encuentra
depositado en el herbario de dicha estacién con el nime-
ro Roig 4622.
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ENSAYO DE AMES

Se empled el protocolo cldsico de incorporacion en pla-
ca descrito por Maron y Ames.'® Las cepas de Salmonella
typhimurium TA-1535, TA-1537, TA-98 fueron enviadas por
el Dr. Bruce N. Amos (Universidad de California, Berkeley) y
conservada a (-80 °C). El etanol del extracto se eliminé bajo
presién reducida y el sélido residual se disolvié en
dimetilsulféxido (DMSO) hasta una concentracion final de
50 mg/mL.

Se probaron 5 concentraciones de 50 a 5 000 ug de séli-
dos/placa para las cepas TA-1535, TA-98 y TA-100; para la
cepa TA-1537 se ensayaron concentraciones de 500 a
5000 mcg de sélidos/placa, realizdndose un experimento
con 3 placas por concentracion.?!

La fraccidon microsomal de higado de rata (S9), se prepa-
r6 a partir de ratas Wistar de 200 g de peso tratadas con
fenobarbital y 5-6 benzoflavona.?? La metodologia para ob-
tener la fraccion es descrita por Maron y Ames.

En el momento del ensayo se prepar6 la mezcla S9, que
contenia KCL, 33 mM; MgC]z, 8 mM; NADP, 4 mM; gluco-
sa-6-fosfato, SmM; un 4 % de fraccién S9 y buffer fosfato de
sodio 100 mM pH, 7,1. La mezcla se mantuvo en bafio de
hielo hasta su empleo. Como control negativo se empled
DMSO, como los controles positivos lo recomendado por
Maron y Ames para cada cepa.

Las placas se incubaron a 37 °C durante 48 h y al cabo
de ese tiempo se contaron manualmente el nimero de colo-
nias revertantes por placa.

Para el andlisis estadistico se siguieron las recomenda-
ciones de Mahon.” Para cada tratamiento se calcul el pro-
medio y la desviacion estandar de las lecturas. Se transforma-
ron los datos (revertantes por placa) empleando la férmu-
la Vx, y se procedid aplicar el método de Dunnett.

ENSAYO DE SEGREGACION SOMATICA

Se empled la cepa diploide de Aspergillus nidulans
D-30,% sintetizada via ciclo parasexual empleando los
haploides FGSC A 593 (a) y FGSC A 594 (a) provenientes del
Fungal Genetics Stocks Center, Atlanta. Esta cepa es
heterocigética para 4 marcadores recesivos del color de los
conidios. Las mutaciones presentes en la cepa son las si-
guientes (entre paréntesis el grupo de ligamiento del haploide
correspondiente): y A2 (la)= amarillo: w2A(IIb) = blanco;
fwA?2 (VIIla) = amarillo-carmelita; cha(VIIIb) = verde chartré.
La segregacion espontdnea o inducida de esos marcadores
recesivos en estado homocigéticos en forma de sectores, ban-
das o puntos coloreados producto de una recombinacion
mitdtica y la no-disyuncién cromosémica, se hace facilmen-
te distinguible por simple inspeccién ocular sobre un fondo
de conidiacién correspondiente a la cepa salvaje (verde-ama-
rillo). El medio de cultivo empleado fue el medio completo
(MC).»



Los ensayos de citotoxicidad y genotoxicidad se ejecu-
taron por el método de incorporacién en placa, el cual permi-
te una exposicion cronica del compuesto con el micelio en
crecimiento.?

El extracto fluido de la planta se afiadié al medio com-
pleto licuado a 45 °C. Se sembraron conidios del Aspergillus
nidulans D-30 en punto al centro de la placa a razén de una
colonia por placa y se incub6 a 37 °C durante 72 h.?” Al cabo
de ese tiempo se procedié a medir el didmetro de las colo-
nias. Como criterio de citotoxicidad (% IT), se consideré la
reduccion del didmetro de las colonias en porciento, compa-
rado con el control negativo (solvente).?® Para el ensayo de
genotoxicidad se sembraron 15 placas con conidios al cen-
tro de la placa con MC y se incubaron a 30 °C durante 6-10 d,
evaluandose el efecto genotdxico en términos de la Frecuen-
cia de Sectores Segregantes de color de los conidios por co-
lonias (FSC), observada para cada concentracion ensayada y
el Indice de Segregacién Mitética Inducida (ISMI), el cual
representa el incremento de la FSC de los tratamientos con
respecto al control negativo.?*?® El experimento se repitié
3 veces.

Se ensayaron concentraciones hasta 1,80 mg de sé6lidos
totales/mL, porque a partir de ese valor se producen cambios
morfolégicos en la conidiacién y color de los conidios que
pueden impedir la visualizacién y conteo de los sectores
segregantes.

El control negativo fue el etanol al 61,30 % (v/v) a una
concentracion final presente en la maxima concentracion
ensayada (0,84 %). El control positivo utilizado fue
metilmetanosulfonato (MMS) 2,4 mM.

Para el andlisis estadistico los datos primarios (FSC) se
normalizaron mediante la férmula V (x +0,5), posteriormente
se aplic6 un Anova de clasificacién simple. Para la compara-
cién del control negativo y espontdneo, se empled el
estadigrafo Student. Los datos fueron procesados utilizando
el paquete estadistico MICROSTAT.

ENSAYO DE INDUCCION DE MICRONUCLEOS

Se emplearon ratones albinos de la linea no isogénica
Suizo procedentes del Laboratorio de Control Biolégico del
CIDEM, con un peso promedio de 26,30 + 3,0 g. Previo al
experimento, los animales se sometieron a un periodo de
adaptacién de una semana en el bioterio de la Facultad de
Medicina "Dr. Salvador Allende" del ISCM-H.

La alimentacién consistié en ratonina peletizada y agua
sin restriccion.

Se prepar6 un esquema de trabajo de 5 grupos experi-
mentales de 10 animales: 5 machos y 5 hembras, un control
negativo (etanol al 61,30 %), un control positivo
(ciclofosfamida, 20 mg/kg pc en dosis tnica, 24 h antes del
sacrificio), un control espontdneo (animales no tratados)
y 3 dosis.

Los animales se escogieron al azar separdndose en jau-
las independientes. La administracion del extracto fluido del
caisimén de anfs fue por via oral a razén de 10 mL/kg de pc.
Las dosis se seleccionaron sobre la base de la DL del pro-
ducto, correspondiendo un valor 1 801 mg/kg pc (Tillan, J,
Laboratorio de Control Biol6gico del CIDEM) y como maxi-
mo una dosis equivalente al 80-50 % de la DL .** El resto de
las dosis correspodieron al 50 % y 25 % de la dosis maxima.

El esquema de tratamiento consistié en 2 administracio-
nes separadas por un intervalo de 24 h y sacrificio por dislo-
cacion cervical 24 h después de la ultima aplicacion y se
procedid a la extraccién seguidamente de ambos fémures. !

Las muestras de médula 6sea se recogieron en suero bo-
vino libre de calostro (LABIOFARM) previamente inactivado
a 56 °C por 2 h, se fijaron con etanol al 95 % durante 5 min y
se secaron al aire por 24 h. Finalmente se tifleron con Giemsa
(CLIND-D, Empresa de Produccién de Biol6gicos C.J. Finlay)
al 5 % v/v en agua corriente durante 20 min.*?

Se contaron al menos 2 000 eritrocitos prolicroméaticos
(PCE) por animal (unidad experimental) y ademads los
eritrocitos normocromaticos (NCE) presentes por cada
250 PCE y la incidencia de microntcleos se registré en
2 000 PCE/animal.*?

Para el andlisis estadistico se normalizaron los valores
de la relaciéon PCE/NCE y el % mPCE (eritrocitos poli-
cromdticos micronucleados) mediante la férmula \7()(_+ 1).

Los datos transformados se procesaron mediante un
Anova de clasificacion doble, empleando un paquete esta-
distico MICROSTAT. Las comparaciones individuales entre
los controles y tratamientos se realizaron empleando el
estadigrafo de Students, y la prueba de Dunett. La existencia
de una posible relacién dosis-efecto se verific6 empleando
la prueba de Cochran-Armitage.’>**

RESULTADOS
ENSAYO DE AMES

En la tabla 1 se muestran los resultados del ensayo de
Ames frente al extracto seco de Piper auritum H.K.B. Como
puede observarse no existe un efecto citotéxico al no presen-
tarse una disminucién en el niimero de colonias revertantes
en dependencia de las concentraciones estudiadas, y la vi-
sualizacién del césped caracteristico de las cepas de
Salmonella typhimurium. Tampoco se observd efecto
genotéxico, al no presentarse un incremento significativo
dosis dependiente en el nimero de colonias revertantes por
placa para ninguna de las cepas de Salmonella ensayadas, ni
concentracion que duplique la frecuencia de reversion del
control negativo (DMSO), para concentraciones limites
de 5 000 pg/placa, valor maximo de exposicion en este ensa-
yo aceptado por las regulaciones internacionales cuando hay
toxicidad o que la sustancia ensayada sea insoluble.

59



TABLA 1. Resultados del ensayo de Ames frente al crudo de Piper auritum H.K.B.

Concentracion Colonias revertantes/placa = DS
ug/placa TA-98 TA-100
(-S9) (+S9) (-S9) (+S9)

o 29 = 4,72 33 = 252 145 += 337 147 += 3,00
50 31 £ 5,03 36 = 2,00 116 = 2,65 150 = 7,23
150 36 £ 3,54 41 = 4,58 119 = 6,65 125 = 5,09
500 31 = 0,00 34 + 458 98 =+ 16,50 133 = 6,02
1500 20 = 1,00 30 = 4,04 131 + 12,50 137 = 6,08
5000 21 = 5,50 30 £ 473 142+ 2247 121 = 5,68
Control positivo? 949+ 326,24 3253+ 605,75 747 £276,74 2346+ 33,0
Concentracion Colonias revertantes/placa = DS
ug/placa TA-1535

(-S9) (-S9)
Oa 28 = 4,50 34 + 1,29
50 30 = 1,41 33 + 2,38
150 33 + 2,38 28 = 1,73
500 27 = 4,96 29 + 3,87
1500 31 = 545 32 £ 525
5000 22 = 5,80 31 = 648
Control positivo® 319 = 9,88 292 67,71
Concentracioén Colonias revertantes placa = DS
ug/placa TA-1537

(-59) (-89)
0 5+ 2,00 11 = 2,08
500 7 = 1,16 11 = 3,60
100 7 = 3,60 10 = 3,22
1500 7 = 2,00 12 = 1,73
2500 7 = 2,00 13 £ 1,73
5000 + 0,58 9 = 4,04
Control positivo® 36 + 8,14 51 =15,04

a Control negativo: Dimetilsulféxido (DMS)
® Control positivo:

TA-1535 (S9) 6xido de sodio,1,5 pg/placa;(+59) ciclofosfamida, 500 pg/placa.

TA-1537 (-S9) ICR-170, 100 pg/placa; (+S9) 2-aminofluoreno, 10 ug/placa.
TA-98 (-S9) écido picrolénico, 100 pg/placa: (+S9) 2-aminofluoreno, 10 pg/placa.
TA-100 (-S9) 6xido de sodio, 1,5 pg/placa; (+S9), 2-aminofluoreno, 10 pg/placa.

El valor critico de I, = 3,42 (Dunett de una cola).

ENSAYO DE SEGREGACION SOMATICA

En la tabla 2 se puede apreciar que el extracto fluido de
la planta estudiada result6 moderadamente citotéxico para
el hongo Aspergillus nidulans D-30, alcanzandose un 26,19 % de
inhibicién del crecimiento lineal (IT) de las colonias a las 72 h
cuando se trabaja a concentraciones de 1,82 mg/mL de séli-
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dos totales. Sin embargo, no se observaron incrementos sig-
nificativos en la FSC respecto al control negativo (p=0,979).
Tampoco se observé una duplicacién del ISMI en relacion al
mismo control. El andlisis de regresion lineal no muestra nin-
guna relacién dosis-efecto entre las concentraciones y la FSC
(p=0,438). Tampoco se observo diferencias significativas entre
el control negativo y el espontaneo (p=0,147).



TABLA 2. Resultados de la segregacion somdtica en el hongo Aspergillus nidulans D-30 frente al extracto fluido de Piper auritum H.K.B.

Concentracion Colonias Toxicidad® Genotoxicidad
mg/mL (IT %) Colonias Sectores FSC + DS ISMI
segregantes
Etanol 0,84 %" 12 - 45 79 1,75+ 1,01 1,00
No tratadas 12 -2,38 44 76 1,72+ 1,06 0,98
0,06 12 2,38 45 75 1,66+ 1,33 0,95
0,11 12 4,76 45 77 1,712 1,23 0,98
0,30 12 4,76 44 73 1,65+ 1,18 0,94
0,50 12 7,14 45 70 1,60+ 1,33 0,91
0,80 12 11,90 45 75 1,69+ 1,33 0,97
1,11 12 14,90 43 71 1,65+ 1,38 0,94
1,80 12 26,19 45 82 1,82+ 1,09 1,04
MMS 2.4 Mm® 12 38,09 45 346 7,70+ 3,41 4,40%*

@ Reduccion del diametro de las colonias a las 72 horas de incubacién respecto al control negativo; ° control negativo;

¢ control positivo (o metilmetanosulfonato); ** p<0,01.
Regresién lineal: Y=FSC (0,0350) + 1,6783 {=0,3212
p=0,438 **p<0,01

ENSAYO DE MICRONUCLEOS

En las tablas 3 y 4 se demuestran los resultados obteni-
dos en el ensayo de induccién de microntcleos para el ex-
tracto fluido de Piper auritum H.K.B. Como puede observar-
se no existe ninguna alteracion en el indice de citotoxicidad
medular dado por la relacion PCE/NCE en cuanto a sexo
(p=0,493) y dosis (p=0,459).

Para el indicador de efecto genot6xico (% mPCE), no se
obtuvieron resultados significativos ni para el sexo (p=0,694)
ni para las dosis (p=0,233). La prueba de Cochran-Armitage,
no mostré una relacién dosis-dependiente lineal en el rango
de dosis ensayadas (p=0,257 machos; p=0,417 hembras).
Tampoco se encontraron diferencias significativas entre el
control negativo y los animales no tratados, en relacién con
los valores de la relaciéon PCE/NCE y el %mPCE (p=0,186;
p=0,407, respectivamente).

TABLA 3. Resultados del ensayo de induccion de microniicleos en ratones machos tratados con un extracto fluido de Piper auritum H.K.B.

Tratamiento Animales PCE/NCE+D.S* PCE analizado mPCE % m PCE»D.SP
Im

Controles

Etanol 61,3 %* 5 1,39 + 0,06 10000 18 0,18 +0,06

No tratados 5 1,35 £0,07 10000 19 0,19+0,10

Ciclofosfamida? 5 0,67 +0,08** 10000 195 1,97 + 0,23%*

20 mg/kg/pe

Dosis mg/kg/pe

Piper auritum

H.K.B.

283,00 5 1,31 + 0,05 10000 14 0,16+0,08

567,20 5 1,41+ 0,09 10000 21 0,21+0,05

1134,63 5 1,41 + 0,04 10000 20 0,20+0,08
P_,=0,257°

*IT (PCE/NCE) indice de citotoxicidad: * % de eritrocitos policromaticos micronucleados; ¢ control negativo; ¢ control positivo; ¢ valor de P para

la regresion Cochran-Armitage.
* p<0,05; **p<0,01.
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TABLA 4. Resultados del ensayo de induccion de microniicleos en ratones hembras tratados con un extracto fluido de Piper auritum H.K.B.

Tratamiento Animales PCE/NCE +D.S.# PCE analizado mPCE % m PCE + D.S®
IT)

Controles

Etanol 61,3 %* 5 1,36+0,09 10000 20 0,20+0,06
No tratados 5 1,38+0,02 10000 18 0,18+0,05
Ciclofosfamida® 5 0,67%£0,08%* 10000 220 2,2240,63%*
20 mg/kg/pe

Dosis mg/kg/pc

Piper auritum

H.K.B.

283,00 5 1,41+£0,09 10000 16 0,16+0,04
567,20 5 1,43+0,07 10000 19 0,19+0,06
1134,63 5 1,38+0,02 10000 20 0,20+0,04
P.,=0,415°

@ IT (PCE/NCE) indice de citotoxicidad: ® % de eritrocitos policromaticos micronucleados: © control negativo: ¢ control positivo; © valor de P para

la regresion Cochran-Armitage.
* P<0,05, **p<0,01

DISCUSION

K En el ensayo in vitro empleando la bateria de cepas
de Salmonella typhimurium no se detecté ningtn efecto
citotéxico ni genotdxico en nuestras condiciones de ensa-
yos. No obstante se debe sefialar que entre los componentes
quimicos reportados en la literatura para el caisimén de anfs,
se encuentra el safrol, sustancia débilmente hepa-
tocarcindgena en ratas y ratones y reportada negativa en el
ensayo de Ames, pero positiva en varios sistemas genotoxicos
utilizando células de mamiferos, tales como aberraciones
cromosdmicas e intercambio de cromatidas hermanas en li-
neas de Hamster chino.*® Los estudios realizados por estos
autores se llevaron a cabo empleando el safrol en estado puro
y por tanto los resultados obtenidos son muy evidentes. Sin
embargo, Wisclocki’®'y Swanson® reportan que los
metabolitos del safrol, el 1-hidroxilsafrol y el 1-acetoxisafrol
producto de la accién enzimadtica del higado de rata (fase I de
biotransformacién) induce una respuesta positiva en el ensa-
yo de Ames. Los resultados de este trabajo no concuerdan
con los reportados por dichos autores ain trabajando a con-
centraciones de 5 [g/placa del crudo del caisimén de anis
para esta prueba en células procaridticas.

Cuando se emplea la cepa diploide Aspergillus nidulans
D-30 se puede observar una citoxicidad moderada a concen-
traciones de 1,80 mg/mL de sélidos totales atribuida a los
componentes del extracto fluido de la planta y no al etanol,
pues éste se encuentra a una concentracion final de 0,84 %
(v/v), valor permisible para este ensayo. A dosis mayores se
produjo un incremento escaso del micelio con un aclara-
miento en la conidiacién. Esta citoxicidad no parece estar
asociada con efectos adversos al material hereditario del or-
ganismo eucariético empleado, sino a otros blancos celula-
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res de importancia y relacionado con el complejo proceso de
diferenciacion celular que conducen al crecimiento y desa-
rrollo micelial, pues no se observaron modificaciones en la
FSC. Esto ha sido bien fundamentado en el caso de otros
compuestos con actividad antifingica (cicloheximida,
nistatin, carboxin, etc.), que influyen en el crecimiento y no
afectan el material hereditario.*

Se reportan 2 resultados empleando el mismo modelo
bioldgico, donde se evalué un extracto acuoso de caisimén
de anis hasta una concentracién de 400 mg/mL de sélidos
totales con resulados negativos (De la Torre, et al. 1993. In-
forme de resultados de investigacién. Laboratorio Central
de Farmacologia. ISM-CH. "Dr. Salvador Allende") y un ex-
tracto fluido de la planta con un contenido etandlico de un
45 % con resultados positivos hasta una concentracién de
1,94 mg/mL de sélidos totales (Blanco, N. 1996. Evaluacién
toxica y genotoxica de los extractos fluidos de Ocimun
gratissimun L. y Piper auritum H.K.B. Trabajo de Termina-
cion de Residencia. ISM-CH. "Dr. Salvador Allende").

Se sustentan los resultados obtenidos, partiendo del cri-
terio de que en el extracto fluido de caisimén de anis analiza-
do no estan presentes la sustancia o sustancias inductoras de
efectos mutagénicos o que las mismas se encuentran en con-
centraciones tales que no puedan provocar un dafio puntual,
un corrimiento del marco lectura de los nucledtidos del ADN
o un dafio primario de dicha molécula en los modelos in
vitro empleados.

La ausencia de mutagenicidad in vitro pudiera deberse a
las caracteristicas fisicoquimicas de los fitofarmacos, asi como
a la variedad, condiciones de cultivo, clima y factores
agronémicos asociados al crecimiento de la planta, los cua-
les pueden influir considerablemente en los procesos
biosintéticos de sus metabolitos y que una o varias sustan-
cias determinadas pueden estar presentes o no al variar esos



parametros.®* Pero ademads, estos preparados constituyen
mezclas complejas en las que se pueden encontrar compues-
tos con actividad antimutagénica, como la clorofila, eugenol,
monoterpenos, etc. los cuales pueden debilitar o inhibir el
efecto genotdxico potencial.*

Tampoco en el ensayo in vivo de induccién de
microntcleos se observo una respuesta positiva. Al respec-
to, se sabe que el mamifero posee los sistemas detoxificadores
enzimaticos (fase II) presentes en el tracto gastrointestinal,
higado y pulmones, responsables de la inactivacioén de sus-
tancias genotdxicas en muchos casos.*!

CONCLUSIONES

En las condiciones de ensayos descritas, el extracto flui-
do con un menstruo etandlico al 70 % de Piper auritum H.K.B.
no presentd actividad genotéxica ya que:

* No se observé un incremento significativo concentracion-
dependiente en el conteo de colonias revertantes por pla-
ca en el ensayo de Ames.

* Elextracto fluido resulté moderadamente citotéxico frente
al hongo Aspergillus nidulans D-30 en el ensayo de se-
gregacion somadtica. No indujo un incremento significa-
tivo en la frecuencia de sectores por colonias en las con-
centraciones estudiadas, ni una relacion dosis-efecto.

* No se comprob6 en el ensayo in vivo de micronicleos un
aumento significativo en la relacion PCE/NCE, ni un efec-
to dosis-dependiente en la frecuencia de PCE
micronucleados.

* Se debe cuantificar el contenido de safrol en el extracto
fluido y evaluar el mismo en otros sistemas de ensayos in
Vitro € in vivo.

* Valorar su empleo terapéutico, si se tiene presente la posi-
bilidad de que el extracto pueda contener un compuesto
reportado moderadamente hepatocarcinégeno (safrol).
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