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RESUMEN

Se emplearon 2 sistemas de ensayo de genotoxicidad, uno in vitro, la prueba de segregación somática en el hongo diploide Aspergillus
nidulans D-30, se evaluó el posible efecto genotóxico de un extracto fluido y el aceite esencial del Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng
(orégano francés) y el ensayo in vivo de inducción de micronúcleos en médula ósea de ratón para evaluar la acción clastogénica o
aneugénica del extracto fluido de orégano francés. Las concentraciones ensayadas en el ensayo in vitro para el extracto fluido y del aceite
esencial fueron de 0,323 a 1,292 mg de sólidos totales/mL y de 0,01 a 0,1 % v/v, respectivamente. En el ensayo in vivo para el extracto
fluido, se probaron dosis de 193,50 a 773,20 mg/kg de peso corporal (pc). El extracto fluido de orégano francés y el aceite esencial
presentaron una acción citotóxica y genotóxica significativa dosis-dependiente en el ensayo de segregación somática frente al hongo
Aspergillus nidulans D-30, no evidenciándose este efecto en el ensayo de inducción de micronúcleos en médula ósea de ratón para el
extracto fluido de Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng.

SUMMARY

We used 2 genotoxic trial systems, one in vitro, somatic segregation test in diploid D-30 Aspergillus nidulans, to asses potential effect of
a fluid extract, and the essential oil from Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng (orégano francés), and the in vitro one, micronuclei-
induction trial, in mouse bone marrow, to assess clastogenic or aneugenic action of fluid extract of French origan. Concentrations assayed
in the in vitro trial, to fluid extract and from essential oil, were from 0,323 to 1,292 mg of total solids/mL, and from 0,01 to 0,1 % v/v. In
the in vivo trial to fluid extract, we assayed dose from 193,50 to 773,20 mg/kg of body weight (B.W.). Fluid extract of French origan and
essential oil, showed a significant dose-dependent cytotoxic and genotoxic action in somatic segregation trial versus D-30. Aspergillus
nidulans, but without effect in micronuclei-induction trial in mouse bone marrow of fluid extract from Plectranthus amboinicus (Lour.)
Spreng.

Subject headings: PLANTS MEDICINALS; MICRONUCLEI TESTS; ASPERGILLUS NIDULANS; VOLATILE OILS; BONE
MARROW/drug effects; MICE.
En la actualidad se observa un marcado interés en los
estudios farmacológicos, toxicológicos y genotóxicos de las
plantas medicinales para obtener un basamento científico de
su acción terapéutica y del posible efecto toxicológico y
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toxicogenético sin abandonar su empleo tradicional tan
enraizado en nuestra población, que ofrece así grandes posi-
bilidades de emplearlas como fitofármaco o en la búsqueda
de nuevos principios activos. Sin embargo, se debe tener
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presente que algunos de los componentes naturales que por
tratarse de mezclas complejas, puedan dañar el material here-
ditario de las células somáticas o germinales. De ahí la im-
portancia que da nuestro sistema de salud a los estudios
toxicológicos y genotóxicos de los fitofármacos comprendi-
dos en el Plan Nacional de Plantas Medicinales. Dentro de
nuestras investigaciones se procedió a evaluar al potencial
gentotóxico de un extracto fluido y su aceite esencial del
Plectranthus amboinuicus (Lour.) Spreng (orégano francés).

El orégano francés, es ampliamente utilizado como con-
dimento, contra catarros, como expectorante, antiasmático,
contra la cefalea (uso tópico), antimicrobiano y
antiepiléptico.1-4 Los ensayos fitoquímicos de esta planta
detectaron la presencia de flavonoides, taninos, o grupos
aminos, esteroides triterpénicos y aceites esenciales, siendo
el carvacrol el predominante con un 43,1 %.5-6

Para iniciar los ensayos de genotoxicidad se empleó un
ensayo in vitro con el hongo diploide Aspergillus nidulans
D-30 que detecta daño primario en el ADN, y se utilizó el
extracto fluido y su aceite esencial.7 Para la evaluación in
vivo se empleó la prueba de inducción de micronúcleos en
médula ósea de ratón la cual detecta aberraciones
cromosómicas en eritoblastos expuestos al extracto fluido
del Orégano francés.8

El presente trabajo tiene como objetivo determinar la
acción citotóxica y genotóxica del extracto fluido de
Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng (orégano francés) y
su aceite esencial, evaluándose en 2 sistemas de ensayos a
corto plazo: el ensayo de segregación somática con el hongo
Aspergillus nidulans, tanto para el extracto fluido como para
el aceite esencial y el ensayo de inducción de micronúcleos
para el extracto fluido de orégano francés.

MÉTODOS

MATERIAL VEGETAL

Los experimentos se realizaron a partir de un extracto
fluido y del aceite esencial obtenidos en la Estación Experi-
mental de Plantas Medicinales "Dr. Juan Tomás Roig" ubica-
da en el Municipio Güira de Melena de la Provincia de La
Habana. A partir del material vegetal seco (hojas) se probó un
extracto fluido obtenido por los métodos convencionales de
percolación en solución hidroalcohólica.9,10 Las característi-
cas físico-químicas del extracto fluido del orégano francés
son las siguientes: color, amarillo-verdoso; pH, 6,16; densi-
dad relativa, 0,9047; etanol, 50 % v/v; sólidos totales,
4,43 % y menstruo etanólico 70 %. El extracto provenía del
lote 1/95, correspondiéndole a esta planta un número de her-
bario Roig 4579.

ENSAYO DE SEGREGACIÓN SOMÁTICA

Se empleó el hongo Aspergillus nidulans D-30, obteni-
do de las cepas haploides 593 (a) y 593 (b), procedentes de
Fungal Genetics Center (FSGS) de Atlanta, USA.11 Esta cepa
diploide es portadora de 4 mutaciones recesivas para el color
de los conidios en estado heterocigótico, lo cual permite
analizar la inducción de segregación somática (mitótica) por
simple inspección ocular de los sectores en estado
homocigótico que aparecen sobre un fondo de conidiación
verde-amarillo (salvaje) al crecer en medio completo (MC).
Las mutaciones presentes en las cepas son: yA2= amarillo;
wA2= blanco; fwA2= carmelita y chA1= verde chartré.

El procedimiento experimental se realizó por incorpora-
ción en placas de MC12,13 del extracto fluido de orégano fran-
cés y del aceite esencial, diluido este último en etanol (X10)
e inoculando posteriormente conidios al centro de las placas
de la cepa diploide de Aspergillus nidulans D-30 para eva-
luar la toxicidad cuantitativa al cabo de las 72 h de incubación
a 37 °C. El índice de citotoxicidad (IT), dado por la reduc-
ción del diámetro de las colonias con respecto al control
negativo (solvente) se determinó transcurrido ese tiempo. La
genotoxicidad se evaluó a los 6-10 días de incubación a 30 °C,
contando directamente los sectores homocigóticos
segregantes de color aparecido en las colonias.11 La frecuen-
cia de sectores segregantes por colonias (FSC) evidencia los
eventos genotóxicos que conducen a la segregación somática.

Se ensayaron concentraciones en mg de sólidos totales /mL
de MC de 0,393 hasta 1,292 para el extracto fluido de oréga-
no francés y de 0,01 hasta 0,1 % v/v para el aceite esencial,
porque a partir de esos valores se observan cambios sustan-
ciales en la morfología y coloración de los conidios que pue-
den prevenir una correcta visualización y conteo de los sec-
tores segregantes.

El control negativo empleado fue etanol al 50 % y 98 %
a la concentración final presente en las máximas dosis del
extracto fluido y del aceite 1 % v/v y 0,1 v/v, respectivamente.

El control positivo utilizado fue hidrato de cloral a una
concentración final de 6 mM.12

Para el análisis estadístico de los datos primarios se nor-
malizaron y se aplicó la transformación √(x + 0,5), a los sec-
tores segregantes presentes en cada colonia analizada, poste-
riormente se le aplicó un análisis de varianza simple14 y una
prueba de comparación de medidas por medio del estadísti-
co de Dunnett.15

ENSAYO DE MICRONÚCLEOS

Se utilizaron ratones de ambos sexos de la línea no
isogénica albina Suizo procedentes del Laboratorio de Con-
trol Biológico del CIDEM, los animales tenían entre 6-8 se-
manas de nacidos y con un peso promedio de 28,9 « 2,37 g.

Antes de ser tratados, los animales se sometieron a un
período de adaptación de una semana, bajo condiciones de
temperatura y humedad convencionales. La alimentación
consistió en ratonina peletizada y agua sin restricción.

El esquema de tratamiento consistió en separar los rato-
nes en sus grupos experimentales de 10 animales, 5 hembras
y 5 machos, un control negativo  (etanol al 50 %),  un control
positivo (ciclofosfamida 0,02 g/kg pc), un control espontá-
neo (agua destilada estéril) y 3 grupos tratados con diferen-
tes dosis del extracto fluido de orégano francés, selecciona-
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das sobre la base de  la DL
50

 del extracto fluido en el ratón, y
correspondió a un valor de 1,104 g/kg pc ( Tillán J. Labora-
torio de Control Biológico del CIDEM: com.pers) y  como
máximo una dosis correspondiente al 80-50 % de la DL

50
.16

Las dosis restantes correspondieron al 50 % y 25 % de la
dosis máxima. La administración fue por vía oral a razón de
1,2 % del peso corporal.

Para que el contenido de etanol no provocara muerte en
los animales se estableció un límite que no excediera de
4,74 g/kg pc,  y se tuvo presente que la DL50 para el etanol en
las condiciones de ensayo fue de 7,80 g/kg pc.

El protocolo de tratamiento consitió en 2 administracio-
nes separadas por un intervalo de 24 h y sacrificio por dislo-
cación cervical 24 h después del último tratamiento.17

Las muestras de médula ósea se recogieron en suero bo-
vino fetal libre de calostro, se extendieron y fijaron con etanol
al 95 % (v/v) durante 5 min y se secaron al aire por 24 h.
Posteriormente se tiñeron con solución Giemsa al 5 % (v/v)
en agua corriente durante 20 min.18

Se contaron 1 000 eritrocitos policromáticos (PCE) por
animal y además los eritrocitos normocromáticos (NCE) por
cada 250 (PCE). La relación PCE/NCE, indica el índice de
citotoxicidad (IT). Los micronúcleos (MN) se identificaron
según el criterio establecido por The Collaborative Study
Group for the Micronucleus Test.18

Para la evaluación estadística los valores del IT y el
porcentaje de eritrocitos policromáticos micronucleados
(% mPCE) se normalizaron de acuerdo a la  fórmula √(X +1).
Los valores transformados se procesaron mediante un Anova
de 2 vías, y se tuvo en cuenta el sexo y los tratamientos.14 Se
empleó el estadístico de Cochran-Armitage con el objetivo
de determinar una posible relación  dosis-efecto, teniendo
como criterio genotóxico: incremento significativo en la fre-
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cuencia de PCE micronucleados y que estuvieran relaciona-
dos con las dosis empleadas.19

RESULTADOS

SEGREGACIÓN SOMÁTICA EN EL HONGO
ASPERGILLUS NIDULANS D-30

Las tablas 1 y 2 muestran los resultados de 2 experimen-
tos para el extracto fluido del orégano francés y su aceite
esencial. En todas las concentraciones de las muestras ensa-
yadas se puede apreciar, que tanto el extracto fluido como el
aceite esencial afectan significativamente el crecimiento de
las colonias demostrado por el incremento del índice de toxi-
cidad (IT), que expresa en por ciento la reducción del diáme-
tro de las colonias con respecto al control negativo.

Con relación a la genotoxicidad se aprecia un incremen-
to significativo dosis-dependiente en el número de sectores
segregantes, tanto para el extracto fluido como para el aceite
esencial. El análisis de varianza simple realizado a la fre-
cuencia de sectores por colonias (FSC), demostró diferencias
significativas entre los tratamientos para ambas muestras
(P<0,01). El estadístico de Dunnett mostró diferencias signi-
ficativas entre las concentraciones ensayadas de ambas mues-
tras con respecto al control negativo (P < 0,05; p < 0,01). Al
analizar la FSC se observa un incremento lineal con relación
a las concentraciones del extracto y el aceite ensayados. Del
análisis de regresión lineal se obtuvieron las siguientes rec-
tas:

• Para el extracto fluido: FSC =  20,13 (conc) + 4,75 para un
coeficiente de regresión de 0,998.

• Para el aceite esencial: FSC = 21,63 (conc) + 1,04 para un
coeficiente de regresión de 0,958.
TABLA 1. Resultados del ensayo de segregación somática en Aspergillus nidulans D-30 frente a un extracto fluido de Plectranthus amboinicus
(Lour.) Spreng (orégano francés) con un menstruo etanólico al 70 %

Concentración                                                             Toxicidad                                                                   Genotoxicidad
mg/mL                                           Colonias              Diámetro               ITa         Colonias            Sectores
                                                        analizadas                (mm)                 (%)        analizadas           segregantes                  FSCb            ISMIc

Etanol al 1 % v/vd 8 37 - 30 121 4,03 1,00
0,323 8 36 2,70 30 368 12,27* 3,04
0,646 8 31 16,22 30 534 17,80** 4,42
0,969 8 26 29,63 30 729 24,30* 6,30
1,292 8 23 37,84 30 921 30,70* 7,02
Hidrato de cloral* 8 13 64,86 30 446 14,86* 3,68
6 mM

a Índice de citotoxicidad, b Frecuencia de sectores por colonias, c Índice de segregación mitótica inducida, d Control negativo, e Control positivo,
** p < 0,01; p<0,05.
Curva de regresión lineal: FSC = 20,23 (conc) + 4,75. r = 0,998.



TABLA 2. Resultados del ensayo de segregación somática en Aspergillus nidulans D-30 frente al aceite esencial de Plectranthus amboinicus
(Lour.) Spreng (orégano francés)

Concentración                                                             Toxicidad                                                                   Genotoxicidad
mg/mL                                           Colonias              Diámetro           ITa            Colonias               Sectores
                                                        analizadas                (mm)             (%)            analizadas             segregantes            FSCb                 ISMIc

Etanol al 0,1 %d 8 50 - 10 13  1,3 1,00
0,01 8 50 0 10 18  1,8 1,45
0,025 8 50 6 10 22   22 1,70
0,05 8 47 16 10 28   28** 2,15
0,08 8 42 30 10 85  8,5** 6,54
0,1 8 35 36 10 10.4 104** 8,00
Espontáneo 8 50 0 10 9  0,9 0,69
Hidrato de cloral 8 22 56 10 72  7,2* 5,53
6 mM

a Índice de citotoxicidad; b Frecuencia de sectores por colonias; c Índice de segregación mitótica inducida; d Control negativo; e Control positivo;
**p < 0,01; * p < 0,05.
Curva de regresión lineal: FSC = 21,63 (conc) + 1,04. r= 0,958.

TABLA 3. Resultados del ensayo de inducción de micronúcleos en médula ósea de ratón por un extracto fluido de Plectranthus amboinicus
(Lour.) Spreng (orégano francés )con un menstruo etanólico al 70 %

                                                                                                                             PCE
Tratamientos                              Animales                    IT ± SDa                      analizados                    mPCEb                   % mPCE ± SD

Control
negativo 10 2,21 ± 1,10 10530 28 0,27 ± 0,15
Etanol 4,74
 g/kg
Control
espontáneo 10 2,72 ± 0,34 10340 27 0,26 ± 0,12
Dosis mg/kg
Orégano
francés
193.50 10 2,28 ± 0,44 10530 21 0,20 ± 0,10
386.60 10 2,13 ± 0,90 10300 26 0,25 ± 0,25
773.20 10 1,98 ± 0,81 10290 30 0,30 ± 0,18
Control
positivo 10 1,02 ± 0,34** 10250 196 1,83 ± 0,90**
Ciclofosfamida

a Índice de citotoxicidad, relación PCE/NCE.
b Eritrocitos policromáticos micronucleados.
c Cochran-Armitage (Prueba de tendencia en proporciones lineales).
p < 0,01**; p < 0,05*.
En ambas muestras ensayadas el índice de Segregación
Mitótica Inducida es mayor de 2 con respecto al control ne-
gativo y es dosis-dependiente.

ENSAYO DE INDUCCIÓN DE MICRONÚCLEOS

En la tabla 3, se muestran los resultados y se consideró
las dosis  empleadas  del  extracto  fluido de orégano francés
con etanol al 50 %. Para el índice de citotoxicidad (IT), no se
encontraron diferencias  significativas  en  cuanto  a sexo
(P = 0,95), dosis (P = 0,74) e interacción sexo X dosis (P = 0,94).
Para el porcentaje de MPCE, indicador de daño genético,
tampoco se encontraron diferencias significativas en cuanto
a sexo (P = 0,21), dosis (P = 0,16) e interacción sexo x dosis
(P = 0,55). Tampoco se encontraron diferencias estadísticas
en los valores del (IT) y el porcentaje de MPCE entre el con-
trol negativo y el espontáneo. Aunque se observa un incremen-
to en los micronúcleos al aumentar las dosis, no hubo diferen-
cias significativas al aplicar la prueba de tendencias en pro-
porciones lineales (Cochran-Armitage; P = 0,31) en relación
dosis-respuesta lineal en el rango de tratamientos evaluados.
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DISCUSIÓN

Es evidente la acción citotóxica en el ensayo de segre-
gación somática en las concentraciones ensayadas del ex-
tracto fluido y del aceite esencial. En particular el aceite
esencial del orégano francés contiene un 43 % de carvacrol,
un derivado fenólico con una fuerte actividad bactericida y
fungicida.20,21 Al parecer la toxicidad y genotoxicidad obser-
vada frente al Aspergillus nidulans D-30 puede deberse en
parte, a daños genéticos inducidos que afectan la estructura
y transmisión del material hereditario tal y como se ha obser-
vado para muchos agentes con actividad fungicida.22 Se pue-
de pensar que el carvacrol sea el inductor de este daño prima-
rio al ADN del modelo biológico empleado, aunque no se ha
encontrado en la literatura ninguna información en otro sis-
tema de ensayo de genotoxicidad relacionado con este com-
puesto. En las observaciones realizadas a las colonias se pu-
dieron detectar numerosos sectores amarillos y manchas ge-
melas, las cuales aparecen como sectores contiguos amari-
llos-carmelita y verde chartré, estos últimos producto de la
recombinación mitótica como evento genético de reparación
incorrecta del daño inducido al ADN. La concentración de
etanol empleada (1 % v/v para el extracto fluido y 0,1 % v/v
para el aceite esencial) se encuentra dentro de los valores
admisibles para este ensayo, pues se reporta que pueden em-
plearse hasta concentraciones de 2 % en el método de incor-
poración en placa.23

El daño genético expresado in vitro, no se demuestra en
el ensayo in vivo de inducción de micronúcleos. Entre los
factores que influyen en este tipo de respuesta en sistemas
con mamíferos, se puede considerar la inactivación preferen-
cial por mecanismos enzimáticos, baja concentración y
biodisponibilidad del mutágeno, así como una excreción
rápida (detoxificación).

CONCLUSIONES

El extracto fluido de Plectranthus amboinicus (Lour.)
Spreng (orégano francés) con un menstruo etanólico al
70 % presentó:

• Actividad citotóxica y genotóxica al presentar un incre-
mento en el (IT) e inducir segregación mitótica en el hon-
go diploide Aspergillus nidulans D-30, y se observó una
relación dosis-respuesta significativa en todas las con-
centraciones ensayadas.

• No indujo de forma significativa la formación de
micronúcleos en médula ósea de ratón, por lo cual el ex-
tracto fluido no es genotóxico en este sistema de ensayo.

• Su aceite esencial presentó una fuerte actividad citotóxica
y genotóxica significativa dosis-dependiente frente al
hongo Aspergillus nidulans D-30.
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• Realizar el ensayo Samonella/microsoma tanto al extrac-
to fluido como al aceite esencial del orégano francés.

• Determinar la posible acción clastogénica del aceite esen-
cial mediante el ensayo de micronúcleos.
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