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Resumen

Se procedi6 a evaluar la posible actividad genotdxica del extracto fluido de Psidium guajava L. (guayaba), planta medicinal que crece en
Cubayy es utilizada ampliamente por la poblacién en el tratamiento de varias enfermedades. Para ello se empled un sistema de ensayo a corto
plazo que utiliza el hongo ascomiceto Aspergillus nidulans como microorganismo de prueba. Se pudo comprobar que el extracto fluido
estudiado no presenta actividad genotdéxica en el sistema evaluado: induccién de segregacion somatica en diploides heterocigéticos. Estos
resultados contribuyen a avalar experimentalmente la inocuidad de esta planta, a fin de ratificar su uso en la medicina tradicional.

Descriptores DeCS: PLANTAS MEDICINALES; ASPERGILLUS NIDULANS; MEDICINA TRADICIONAL; TESTS DE
MUTAGENICIDAD.

Summary

Authors assessed possible genotoxic activity of fluid extract from Psidium guajavaL. (Guayaba). This is a plant growing in Cuba and is
very used by people in treatment of some diseases. A short-term trial system using Ascomycetes fungi (Aspergillus nidulans as test
microorganism). We confirmed that fluid extract studied hasnt genotoxic activity in system assessed: induction of somatic segregation in
heterocygous diploids. These results allow us experitally guarantee safety of this plant to ratify its use on folk medicine.

Subject headings: PLANTS, MEDICINAL; ASPERGILLUS NIDULANS; MEDICINE TRADITIONAL; MUTAGENICITY TESTS.

La especie Psidium guajava L., conocida cominmente
como guayaba, pertenece a la familia Mistdceas, originaria
de América Tropical,' no hay otra especie més propagada en
Cuba.?

En la medicina tradicional de diferentes paises se repor-
ta el uso del fruto y las hojas para tratar diarreas.'3$

Los estudios farmacolégicos con decocciones de la plan-
ta han demostrado una actividad antibacteriana in vitro so-
bre E. coliy S. aureus. El defecto antidiarreico del extracto

' Profesor Asistente.
2 Profesor Instructor. Investigador Agregado.
3 Aspirante a Investigador.

fluido de las hojas ha sido comprobado experimentalmente.’
Por ello se hace necesario, antes de su introduccién en la
terapéutica, evaluar los posibles efectos toxicos y
genotoxicos de esta planta.

Este trabajo se propuso evaluar la actividad téxica y
genotdxica de un extracto fluido de la planta medicinal
Psidium guajava L. (guayaba), se empled un sistema de en-
sayo con Aspergillus nidulans 'y con ello se pensé contribuir
al estudio sobre su uso por la poblacién.



Métodos

MATERIAL VEGETAL

Se utiliz6 el extracto fluido de hojas de Psidium guajava
L. (guayaba), preparado con etanol al 40 % por el Instituto de
Farmacia y Alimentos conservandose en refrigeracion hasta
Su uso.

MEDIOS DE CULTIVO

Para el ensayo se utilizé medio completo para Aspirgillus
nidulans de acuerdo con lo descrito por Scotty Kdifer.®

CEPAS

Se utiliz6 la cepa Aspergillus nidulans UH-223. Esta
cepa fue obtenida a partir de las cepas haploides 593 (a) y
594 (b), procedentes del FSGC (Fungal Stock Genetics
Center, USA). Es una cepa diploide heterocigética para va-
rios marcadores auxotréficos, de resistencia y el color de los
conidios. En cuanto a estos dltimos, son marcadores recesivos
ubicados en diferentes cromosomas: y Al(I) amarillo; wA2
(VII), blanco, fwA2 (VIII), amarillo-carmelita; y chaAl (VIII),
verde-chartré. En estado heterogético las colonias son de
color verde-amarillento (fenotipo salvaje).'” Al crecer en pre-
sencia del compuesto ensayado, si ocurre algtin evento de
segregacion somadtica, los segregantes que resultan para al-
guno de estos cromosomas apareceran como sectores del co-
lor correspondiente.

ENSAYO DE TOXICIDAD

Para el estudio de toxicidad se empleé el método de
inclusion en plata. Se sembraron 4 placas para cada trata-
miento a razén de una colonia por placa sembrada "en pun-
to" en el centro de la misma. Las capas se encubaron durante
72 h a 37 °C. Se hicieron 3 réplicas del experimento.

La toxicidad del extracto de la planta se determiné a
través de la reduccidn, en por ciento, del didmetro de las
colonias tratadas con respecto a las no tratadas a las 72 h de
inoculado el medio completo con las diferentes concentra-
ciones del compuesto en estudio. Este valor se conoce como
Indice de Toxicidad (IT) y como criterio de toxicidad se tomé
el descrito por Kappas."

IT = 1-15 % Toxicidad baja.
IT = 16-30 % Toxicidad media.
IT = 30 % Toxicidad alta.

Ademads de evaluar la toxicidad se consider6 la morfolo-
gia de la colonia y el color y aspecto de la conidiacidn, re-
chazando aquellas concentraciones que afectardn la visuali-
zacion de los sectores segregantes.

ENSAYO DE GENOTOXICIDAD

Se llevé a cabo el fest de induccién de segregacion
somatica, para estos estudios se probaron 6 concentraciones
del extracto de Psidium guajava L. (guayaba). El ensayo se
realizé de manera similar al de toxicidad, pero las colonias se
sembraron "en punto” a razén de 5 colonias por placas, dis-
puestas radialmente, con una en el centro. Las placas se
encubaron durante 6 d a 37 °C (De la Torre, RA: Determina-
cién de actividad genotdxica con Aspergillus nidulans. Te-
sis en opcion al grado cientifico de Candidato a Doctor en
Ciencias Biolégicas, Universidad de La Habana, Facultad de
Biologia, 1989). El experimento se repitié 2 veces.

La genotoxicidad se evalu6 realizando el conteo a sec-
tores de conidios de color diferente al de la cepa salvaje y
comparando las colonias tratadas con las colonias del con-
trol negativo.!' Para cada dosis se calculd la frecuencia de
sectores por colonias (FSC), dividiendo el total de sectores
segregantes entre el nimero de colonias evaluadas.

El indice de segregacion mitética (ISMI) se define como
la razén entre la frecuencia de sectores por colonia (FSC)
para cada una de las dosis ensayadas respecto a la obtenida
en el caso del control negativo. Se considera que un incre-
mento de mds de 2 veces en el valor del indice es indicativo
de actividad genotdxica del compuesto estudiado.!?

CONTROLES

El control negativo empleado fue etanol al 0,32 % (v/v).
El control positivo utilizado fue el hidrato de cloral (6 mM).

ANALISIS ESTADISTICO

Para el andlisis estadistico de los experimentos de
genotoxicidad los datos primarios se procesaron introducien-
do la transformacion de (x +0,5) donde x es el ntimero de
sectores coloreados observados en la colonia. A continua-
cion, con los valores de las variables ya corregidos, se realiz6
un andlisis de varianza simple de las FSC obtenidos para las
diferentes concentraciones ensayadas del extracto vegetal y
los controles empleados.

La significacién de las diferencias encontradas respecto
al control negativo se evalu6 a través del test de Dunnet de 2
colas, mediante un programa estadistico confeccionado al
respecto.'?

Resultados
ESTUDIOS DE TOXICIDAD

En la tabla 1, se muestran los resultados del estudio de
toxicidad del extracto fluido de Psidium guajava L. (gua-
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yaba) sobre la cepa de Aspergillus nidulans UH-223, puede
observarse que para ninguna de las concentraciones utiliza-
das el extracto resulté toxico ya que el indice de toxicidad
siempre estuvo en el rango de no téxico segln el criterio de
Kappas."" El hidrato de cloral, como es conocido,’ provocd
un efecto altamente téxico.

TABLA 1. Toxicidad del Extracto Fluido de Psidium guajava L (gua-
yaba) en la cepa de Aspergillus nidulans UH-223

Concentracion (mg/mL) Nuimerode  Didmetro Ind. Toxic.

(a) colonias (mm)(b) (%) (c)
Etanol (d) (0,32 %) 8 42,0 0
0,107 8 41,0 2,38
0,214 8 40,5 3,57
0,428 8 41,0 2,30
0,642 8 39,0 7,14
0,856 8 37,0 11,90
H. Cloral (e) (0,6 mM) 8 11,58 72,6

(a) mg de sélidos totales/mL de medio de cultivo.

(b) Diametro de las colonias tras 72 h de incubacién a 37 °C.
(c) Indice de toxicidad (reduccién del didmetro de la colonia con
respecto al control negativo).

(d) Control negativo.

(e) Control positivo.

ESTUDIOS DE GENOTOXICIDAD

En la tabla 2 se puede apreciar que no hay cambios en el
indice de segregacién mitética (ISMI) para ninguna de las
concentraciones de Psidium guajava L. (guayaba) utilizadas
respecto al control negativo empleado, etanol 0,32 %, que a
su vez estd fuera del rango de mayor de 3 % para el cual el
etanol ha sido reportado como genotéxico en este ensayo.!?

TABLA 2. Genotoxicidad del extracto fluido de Psidium guajava L
(guayaba). Induccion de segregacion somdtica en la cepa Aspergillus
nidulans UH-223

Concentracién (mg/mL) Colonias Sectores segre. FSC ISMI

(a) Analizadas (b) (©) (d)
Etanol (e) (0,32 %) 100 43 0,43 1,00
0,107 100 44 0,44 1,02
0,214 100 53 0,53 1,23
0,428 100 46 0,46 1,06
0,642 100 51 0,51 1,19
0,856 100 50 0,50 1,16
H. Cloral (f) (0,6 mM) 100 134 1,34 3,12

(a) mg de sélidos totales/mL de medio de cultivo.

(b) Ndmero de sectores segregantes en las colonias tras 6 d de
incubacién a 37 °C.

(c) Frecuencia de sectores por colonia.

(d) Indice de segregacion mitética inducida: proporcién de incre-
mento de la FSC con respecto a la del control negativo.

(e) Control negativo.

(f) Control positivo.

Los resultados corresponden al promedio de 2 experimentos.

" Difiere del control negativo p < 0,01.
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Discusion

De acuerdo con los resultados obtenidos en la evalua-
cion de la actividad téxica del extracto fluido los estudios de
genotoxicidad pudieron ser realizados en todo el rango de
concentraciones.

En las condiciones de ensayo descritas el extracto de
Psidium guajava L. no present6 efecto genotéxico. Se cono-
ce un reporte de las hojas de esta planta evaluadas en el Test
de Ames, en el cual se evidenci6 un efecto antimutagénico.'

1. El extracto fluido de Psidium guajava L. (guayaba) no
resulta toxico para el hongo Aspergillus nidulans hasta la
concentracion estudiada (0,856 mg/mL).

2. Dicho extracto no es genotoxico en el sistema de ensayo
de induccién de segregacion somdtica en Aspergillus
nidulans hasta una concentracién del 0,856 mg/mL.
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