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Resumen

Mediante 2 ensayos de genotoxicidad, segregacién mitdtica en Aspergillus nidulans D-30 y la induccién de microntcleos en médula ésea
de ratén se procedio a evaluar la posible accidn genotéxica de los extractos fluidos de Plantago lanceolata L. (llantén menor) y Matricaria
recutita L. (manzanilla). En el ensayo de segregacion mit6tica se evaluaron los extractos fluidos de llantén menor y manzanilla con 5 y 6 con-
centraciones en un rango de 0,6 a 4,76 y 0,016 a 0,652 mg de sélidos totales/mL respectivamente. En el ensayo de induccién de mi-
crontcleos se probaron para el llantén menor dosis de 1,875; 3,750y 6,000 g/kg peso corporal (pc) y en el caso de la manzanilla dosis de
1,23; 1,96 y 2,45 g/kg pc. En ninguno de los ensayos realizados se detect6 la ocurrencia de efectos citotoxicos y genotdxicos.

Descriptores DeCS: PLANTAGO; ASPERGILLUS NIDULANS; MEDULA OSEA; TESTS DE MUTAGENICIDAD; TESTS DE
MICRONUCLEOS; RATONES.

Summary

Potential genotoxic action of fluid extracts of Plantago lanceolata L. (Llantén menor), and Matricaria recutita L. (Chamomille) was
assessed by 2 genotoxic trials: mitotic spreading in D-30 Aspergillus nidulans and micronuclei induction in bone marrow of the mouse.
In mitotic spreading trial, fluid extracts of Plantago lanceolatal. and Chamomille, with 5 and 6 concentrations in a range of 0,6-4,76,
and 0,016-0,652 mg of total solids/mL, respectively, were assessed. In micronuclei induction trial, for Plantago lanceolata L., dose of
1875; 3,750, and 6,000 g/kg of body weight (bw), and in the case of Chamomille, dose of 1,23; 1,96, and 2,45 g/kg of bw),were tested.
In none of trials performed, it was possible to detect occurrence of cytotoxic and genotoxic effects.

Subject headings: PLANTAGO; ASPERGILLUS NIDULANS; BONE MARROW; MUTAGENICITY TESTS; MICRONUCLEUS
TESTS; MICE.

El uso de la medicina verde como alternativa del em- efectos que pueden dafiar el material hereditario, se puede

pleo de medicamentos sintéticos proporciona un arsenal va-
lioso para el desarrollo de la industria médico-farmacéutica.
Para esto se hace necesario los estudios farmacolégicos,
toxicoldgicos y genotéxicos de los extractos fluidos, acuo-
sos, tinturas y liofilizados de las plantas comprendidas den-
tro del Programa Nacional de Plantas Medicinales. Entre los
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sefialar las mutaciones génicas y las aberraciones
cromosoOmicas, las cuales pueden producir transformaciones
malignas e incluso la transmision de alteraciones genéticas a
la descendencia. Dentro de las investigaciones se procedié a
evaluar el posible efecto genotdxico de los extractos fluidos
de Plantago lanceolata L. (llantén menor) y Matricaria
recutita L. (manzanilla).



El llantén menor es una planta medicinal y a partir de
sus hojas se preparan infusiones y extractos fluidos con pro-
piedades farmacolégicas reconocidas, tales como
antiinflamatoria, anticatarral, diurética, litidsica urinaria.
También se le atribuyen propiedades como marcador biol6-
gico en la contaminacién ambiental (Mora, TA, 1993. Apun-
tes sobre el estudio preclinico de un extracto a partir de
Folium plantaginis y Lanceolatae. Trabajo de diploma, Uni-
versidad de La Habana, Instituto de Farmacia y Alimentos).

La manzanilla es una planta medicinal muy usada por la
poblacidén. A partir de sus flores se preparan infusiones a las
que se le atribuyen propiedades antiinflamatorias,
antiinfecciosas, antifingicas y sedantes, comprobadas expe-
rimentalmente. Popularmente se emplea como antidiarreico.'

Los ensayos genotdéxicos se comenzaron con el hongo
Aspergillus nidulans D-30 (diploide) que pone de manifies-
to la ocurrencia de segregacién somadtica ocasionada por
recombinacién mitdtica, aneuploia y clastogénesis.>

Para llevar a cabo una adecuada evaluacién genotdxica de
estos 2 extractos fue necesario emplear un ensayo in vivo con el
objetivo de que propiedades metabdlicas y toxicocinéticas
estuvieran en condiciones semejantes al hombre.

Para esto se seleccion6 el ensayo de induccién de
micronucleos en médula 6sea de raton, prueba validada
internacionalmente que detecta dafio cromosomal.’ No se
reportan estudios genotdxicos de estas plantas.

El presente trabajo tiene como objetivo determinar el
posible efecto citotéxico y genotdxico de 2 plantas medici-
nales, evaludndose sus extractos en 2 sistemas de ensayo a
corto plazo: induccién de segregacién somdtica en el
ascomiceto Aspergillus nidulans D-30 y el ensayo de induc-
cién de micronticleos en médula 6sea de raton.

Métodos

MATERIAL VEGETAL

El llantén menor se recolect6 en la Estacion Experimen-
tal de Plantas Medicinales "Dr. Juan Tomas Roig", Giiira de
Melena, provincia de La Habana, en Enero de 1993. La man-
zanilla se recolectd en Pinar del Rio en diciembre de 1992.
Los extractos fluidos se elaboraron en la Empresa Laborato-
rio Farmacéutico "Saudl Delgado".* En el caso del llantén
menor, la muestra estudiada provenia del lote 1/93; cuyas
caracteristicas fisico-quimicas fueron las siguientes: s6lidos
totales, 23,8 %; pH 4,6 %; etanol, 18,6 % (v/v); densidad
relativa, 1,085 %. Respecto a la manzanilla, se emple6 en los
ensayos extracto fluido del lote 1/93, con la siguiente carac-
terizacion: solidos totales, 16,3 %; pH 5,3 %; etanol 37,9 %
(v/v); densidad relativa, 1,01 %.

ENSAYO DE SEGREGACION MITOTICA

Se emple6 la cepa Aspergillus nidulans D-30,° obtenida
de las cepas haploides A593 y A594 procedentes del Fungal
Genetics Stock Center (FGSC) en Atlanta, USA. El medio de

cultivo empleado fue medio completo (MC).®
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Se disefid un protocolo experimental de exposicion en me-
dio sélido (MC)” que evalia la toxicidad (IT) y la genotoxicidad
en término de reduccién del didmetro de las colonias y de la
frecuencia de sectores segregantes coloreados (FSC), con
relacion al control negativo (solvente) respectivamente,
observada para cada concentracién de los extractos estudiados.

Para estimar la toxicidad, las placas se inocularon en
punto con conidios de la cepa diploide D-30 y el didmetro de
las colonias se midi6 a las 72 h de incubacién a 37 °C. Para
evaluar la genotoxicidad las placas con MC se inocularon en
5 puntos radialmente distribuidos en las placas y se incuba-
ron a 37 °C por un periodo de 6 a 10 d.”

Se ensayaron concentraciones (en mg de sélidos totales/
mL de MC) hasta 4,76 (Ilantén menor) y 0,652 (manzanilla),
porque a partir de esos valores se observaron alteraciones
sobre el aspecto, color y conidiacidon de las colonias que impe-
dian la visualizacion de los sectores segregantes de color.

El control negativo empleado fue etanol al 20 y al 37,9 %,
a la concentracion final presente en las maximas dosis de los
extractos ensayados, 0,4 % (v/v) y 0,16 % (v/v) para el llan-
tén menor y la manzanilla, respectivamente.

El control positivo utilizado fue el hidrato de cloral a
una concentraciéon de 6 mM.’

Para el andlisis estadistico los datos primarios se norma-
lizaron aplicando la transformacion v(x + 0,5) a los sectores
segregantes. Después se le aplicé un Anova simple.?

ENSAYO DE MICRONUCLEOS

Se emplearon ratones (Mus musculus) albinos de la linea
no isogénica Suizo procedentes del Laboratorio de Control
Biolégico del CIDEM. Los animales tenfan al comienzo del
experimento 8 semanas de nacidos con un peso promedio de
43,8 £ 4,0 g (llantén menor) y 26,8 + 2,9 g (manzanilla).

Durante el experimento recibieron agua y comida
(ratonina peletizada) son restriccién y se mantuvieron en
condiciones de humedad y temperaturas convencionales.

Se establecieron 6 grupos experimentales de 10 anima-
les de ambos sexos (control negativo, control positivo, con-
trol espontaneo y 3 dosis).

Los animales se seleccionaron al azar, separdandose los
grupos en jaulas independientes. La administracién de los
productos fue por via oral como lo indica su uso terapéutico
en un volumen equivalente a un 3 % (llantén menor) y 1,5 %
(manzanilla) de su peso. Las dosis se establecieron sobre
la base de la LD, (dosis letal media) de los productos
correspondiendo un valor de 7,50 g/kg y de 7,43 g/kg para
el llantén menor y la manzanilla, respectivamente (7illdn, J.,
Laboratorio de Control Biolégico del CIDEM; comunica-
cién personal) y como maximo una dosis equivalente al 80-
50 % de la LD, ® Se tuvo en cuenta que el contenido de
etanol administrado no resultase letal, para lo cual se esta-
blecié un limite mdximo de 4,74 g/kg teniendo en cuenta
que la LD, para el etanol en las condiciones experimentales fue
de 7.8 g/kg. Respecto al resto de las dosis, se seleccionaron
fracciones no inferiores al 25 % de la dosis maxima.



TABLA 1. Resultados del ensayo de induccion de segregacion mitédtica en Aspergillus nidulans D-30

Toxicidad Genotoxicidad
Concentracion Colonias Diametro Colonias Sectores
(mg sélidos/mL) analizadas (mm) IT* (%) analizadas segregantes FSC?
Llantén menor
Etanol (0,4 %)° 8 42 100 74 0,74
0,6 8 45 -7,14 100 57 0,57
1,19 8 44 -4,76 100 40 0,40
1,90 8 45 -7,14 100 46 0,46
2,38 8 46 -9,52 100 47 0,47
3,57 8 48 -14,28 100 47 0,47
4,76 8 48 -14,28 100 48 0,48
Manzanilla
Etanol (0,16 %)° 8 45 100 64 0,64
0,016 8 45 0,0 93 49 0,52
0,065 7 45 0,0 92 32 0,35"
0,630 7 46 -2,2 77 30 0,39
0,326 8 46 -2,2 100 42 0,42°
0,652 8 45 0,0 100 23 0,23"
Hidrato de
Cloral!6 mM 8 13 69,0 100 246 2,46

a [ndice de toxicidad (reduccién del didgmetro de la colonia respecto al control negativo) *Frecuencia de Sectores por Colonia “Control
Negativo ‘Control Positivo “p < 0,05, “p < 0,01 (estadigrafo de Dunnett).

El esquema de tratamiento consistié en 2 administracio-
nes separadas por un intervalo de 24 h. Los animales fueron
sacrificados por dislocacién cervical 24 h después de la ulti-
ma administracion.!?

Las muestras de médula 6sea obtenidas® se fijaron con
etanol al 95 % (v/v) durante 5 min y se secaron al aire durante
24 h. Posteriormente se tifieron con Giemsa al 5 % (v/v) en
agua corriente durante aproximadamente 20 min. Se conta-
ron 1000 eritrocitos policromaticos (PCE) por animal, y ade-
mas, los eritrocitos normocromadticos (NCE) por cada
250 PCE, para calcular el indice de toxicidad (IT) dado por
la relacion PCE/NCE. Los microntcleos (MN) se identifica-
ron de acuerdo a lo recomendado en "The Collaborative
Study Group for the Micronucleus Test."!

Como controles negativos se empled etanol al 20 % y 38 %;
como control positivo se utilizé ciclofosfamida, 20 mg/kg.

Para la evaluacion estadistica los valores del IT y el por
ciento de PCE micronucleados{mPCE) se normalizaron em-
pleando la transformacion v(x+1). Los valores transformados
se procesaron mediante un andlisis de varianza de 2 vias,
teniendo en cuenta el sexo y las dosis ensayadas.'?

Resultados

SEGREGACION MITOTICA EN ASPERGILLUS
NIDULANS D-30

La tabla 1 muestra los resultados de los extractos fluidos
estudiados. En el caso del 1llantén menor se observa una

estimulacion del crecimiento de las colonias, como lo de-
muestra el signo negativo del IT. Con relacién a la manzanilla,
tampoco se evidencia un efecto inhibidor del crecimiento de
las colonias en las concentraciones estudiadas. No se encontrd
efecto genotdxico significativo en el extracto fluido del llantén
menor al realizarle un andlisis de varianza simple a la FSC
(p = 0,41). Sin embargo, en el extracto de manzanilla si se
observé una fuerte significacion (p = 3,19 x 10-*) debido a la
disminucién de este parametro con respecto al control nega-
tivo para todas las concentraciones ensayadas.

ENSAYO DE MICRONUCLEOS

En la tabla 2 se presentan los resultados obtenidos en el
ensayo de induccién de micronticleos para los 2 extractos
fluidos. Como se puede apreciar, no existen diferencias
significativas en el IT con relacién al control negativo entre
dosis (p = 0,55), sexo (p = 0,10) ni a la interacciéon dosis—
sexo (p = 0,33) para el llantén menor. Tampoco para la man-
zanilla se hall6 diferencia significativa respecto a las dosis
(p=0,29), sexo (p =0,72) ni para la interaccioén dosis—sexo
(p=0,50).

Para el % mPCE, indicador de dafio genético, en el caso
del llantén menor, no se observaron diferencias significati-
vas en cuanto a sexo (p = 0,58), dosis (p = 0,97) ni la
interaccién sexo—dosis (p = 0,77). En lo que respecta a la
manzanilla tampoco se encontraron diferencias significati-
vas entre sexos (p = 0,19), dosis (p = 0,61) ni la interaccién
sexo—dosis (p = 0,92).
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TABLA 2. Resultados del ensayo de microniicleos en médula dsea de raton

Dosis (mg/kg) IT + DS* PCE analizados mPCE" %mPCE + DS
Llantén menor

Etanol© 4,74 1,23 £0,13 10330 31 0,30 + 0,14
1,875 1,25 +0,23 10300 25 0,25 +0,11
3,750 1,31 +£0,29 10430 31 0,29 +£0,12
6,000 1,22 £0,24 10250 27 0,26 0,18
Manzanilla

Etanol€ 4,74 1,53 £ 0,55 10179 17 0,27 £0,18
1,23 1,76 = 0,32 10410 20 0,19 £ 0,07
1,96 1,37 £ 0,42 10308 15 0,15+0,15
2,45 1,42 + 0,54 10365 24 0,23 +£0,20
Agua destilada 1,22 + 0,28 10180 25 0,24 +0,19
Ciclofosfamida®

0,02 0,55 +0,08%* 10380 112 1,18 +0,23%*

« fndice de Citotoxicidad (relacién PCE/NCE)® PCE micronucleados
¢ Control Negativo ¢ Control Positivo ** p < 0,01

Para el control negativo los valores del IT y el % mPCE
no presentan diferencias significativas respecto al control
espontdneo. En el caso del % de mPCE estos valores se
encuentran en el rango reportado para la frecuencia espon-
tanea (0,12-0,49 %) por 15 laboratorios en un estudio del
IPCS (International Program of Chemical Safety)."* Por lo
tanto puede concluirse que el etanol administrado en los
controles no afecta el pardmetro evaluado en el ensayo.

Discusion

Respecto a la toxicidad en el ensayo de segregacion
somatica, a valores superiores de las concentraciones ensa-
yadas, aunque no se observé reduccién del didmetro de las
colonias, si se presentaron alteraciones morfolégicas y de
conidiacion que impedian la visualizacion de los sectores de
color segregantes. Estos efectos no estdn asociados con la
concentracion del etanol, que en este caso es muy baja (0,4 %
y 0,16 %) en el medio de cultivo para ambos extractos. Pues
existen reportes que indican que se puede emplear hasta
concentraciones de 2 % en el método de incorporacién en
placa.'* Estos efectos citotéxicos que se observan a valores
superiores de la dosis maxima establecida pueden deberse a
sustancias complejas con actividad fungistatica o fungicida,
que a determinadas concentraciones pueden actuar sobre el
complejo ciclo celular y de crecimiento del hongo, sin dafiar
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el material genético, pero que pueden actuar sobre otras
estructuras celulares y funciones metabdlicas del micro-
organismo.

Con relacién a la ausencia de genotoxicidad de los ex-
tractos de plantas medicinales estudiados, se debe a que los
componentes presentes no tienen efecto sobre los procesos
hereditarios. Con relacion a la manzanilla, la disminucion de
la FSC, la cual no es dosis dependiente pero que llega a ser
un 64 % para la dosis médxima, el efecto observado se puede
deber a la presencia en el extracto de sustancias que actien
como antimutagenos.

Por los resultados negativos obtenidos en este ensayo in
vitro, que tiene una mayor sensibilidad que la prueba de
microntcleos in vivo, era de esperarse la ausencia de dafio
genético en esta dltima, como efectivamente se comprobd.

Los extractos fluidos de Plantago lanceolata L. (Llan-
tén menor) y Matricaria recutita L. (Manzanilla) no mostra-
ron efecto genotdxico porque:

* No se indujo segregacién mitética en el Aspergillus
nidulans.

* No se indujo de una forma significativa la formacion de
microntcleos en médula 6sea de ratén.

En el caso de la manzanilla seria recomendable evaluar
este extracto en presencia de mutdgenos conocidos para
obtener informacién sobre su posible accién antimutagénica.
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