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Resumen

Se presentan los resultados obtenidos al evaluar el potencial mutagénico de un extracto fluido con un menstruo etandlico al 70 % de
Teloxys ambrosiodes L. Weber (apasote) en 2 sistemas de ensayos a corto plazo, empleando el sistema in vitro Salmonella/microsom
(Ames)y el sistemain vivo, utilizando el ensayo de induccién de microntcleos en médula 6sea de ratén. En el ensayo deAmes se observo
una respuesta positiva con las cepas de Salmonella typhimurium con y sin activacion metabdlica dentro del rango de concentraciones
estudiadas. En el ensayo de induccién de microntdcleos se emplearon dosis de 500, 1 000 y 2 000 mg/kg de peso corporal (pc). Los
resultados obtenidos demuestran que el extracto deTeloxys ambrosioides L. Weber fue mutagénico en el sistema Salmonella/microsoma.
En el ensayo in vivo no se observo respuesta genotoxica en las dosis estudiadas.

Descriptores DeCS: PLANTAS MEDICINALES/genética; PLANTAS MEDICINALES/toxicidad; EXTRACTOS VEGETALES/
toxicidad; IN VITRO; SALMONELLA TYPHIMURIUM; ANIMALES DE LABORATORIO; RATONES; MEDICINA
HERBARIA.

Summary

The results obtained on evaluating the mutagenic potential of a fluid extract with an ethanol menstruum 70 % of Teloxys ambrosioidesL.
Weber (wormseed) in 2 systems of short-term tests, in vitro Salmonella/microsome system (Ames) and the in vivo system using the
micronucleus induction test in mouse bone marrow, are presented. In the Ames’ test, it was observed a positive response with the strains
of Salmonella typhimurium with and without metabolic activation within the range of studied concentrations. Doses of 500, 1000 and
2000 mg/kg of body weight were used in the micronucleus induction test. The results showed that the extract of Teloxys ambrosioidesL.
Weber was mutagenic in the Salmonella/microsome system. No genotoxic response was found among the doses studied in the in vivo
assay.

Subject headings: PLANTS, MEDICINAL/genetic; PLANTS, MEDICINAL/toxicity; PLANT EXTRACTS/toxicity; IN VITRO;
SALMONELLA TYPHIMURIUM; ANIMALS, LABORATORY; MICE; MEDICINE, HERBAL.

El Teloxys ambrosioides (L.) Weber, conocido como componentes principales es el ascaridol, causante del efecto
apasote, epazote, pasote, ipasote, paico, etc., pertenece a la antiparasitario de esta planta. El mayor contenido de este
familia Chenopodiaceae 'y crece en toda la América Latina. aceite se encuentra en las semillas. En el aceite esencial se
La planta entera es rica en aceite esencial, uno de cuyo reporta la presencia de p-cimeno, (-)-limoneno, (+) alcanfor,
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artisona, safrol, dimetilsulfoxido, d-terpinol. Ademas se le
reportan en diferentes partes de la planta los siguientes
compuestos: ambrésidos, betaina, chenoposdiosidos A y B,
saponinas A, rhamndsidos y santoina.

El ascaridol (perdéxido terpénico) constituye el 75-
80 % del aceite, siendo este el componente con activi-
dad antihelmintica y antibacteriana demostrada
farmacolGgicamente.'? Se plantea que el ascaridol posee un
mecanismo de accidén paralizante y narcdtica sobre los
ascaris y los ancylostomas, pero inactivo contra la tenia y
tricocéfalo.® En diferentes pafses de América Latina se
reporta su empleo tradicional como: vermifugo, emenagogo,
abortivo, antiasmadtico, sudorifero, etc.* También se le ha
reportado actividad antifingica y antibacteriana frente a la
Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus.>® Se
reporta que el aceite esencial del apazote es cancerigeno en
ratas a una dosis de 10 mg/kg de peso corporal (pc).” Para la
evaluacién genotéxica de extracto fluido de Teloxys
ambrosioides (L..) Weber, se emplearon 2 sistemas de ensayos
a corto plazo reconocidos internacionalmente: el ensayo in
vitro de Salmonella/Microsomas (Ames) que detecta
mutaciones puntuales y el ensayo in vivo de induccién de
microntcleos en médula 6sea de ratén que detecta aberraciones
cromosOmicas inducidas por agentes clastogénicos y
aneugénicos.
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M étodos

MATERIAL VEGETAL

Se emplearon frutos maduros y verdes, el follaje y las
flores de Teloxys ambrosioides (L.) Weber, cultivadas en la
Estacién Experimental de Plantas Medicinales "Dr. Juan
Tomas Roig", Giiira de Melena, Provincia Habana. El
extracto fluido de la planta se obtuvo en el Laboratorio de
Productos Naturales del CIDEM. La composicién fisico-
quimica del extracto fluido del Teloxys ambrosioides (L.)
Weber es la siguiente: etanol, 60 %; sélidos totales, 6,03 %,
cenizas totales, 10-47 %; pH, 6,0-7,0; contenido de aceite,
0,1148 %.8

El nimero de herbario de este espécimen corresponde a
Roig 4639.

ENSAYO DE SALMONELLA/MICROSOMA (AMES)

Se emple6 una bateria de 4 cepas de Salmonella
typhimurium. TA-1535, TA-1537, TA-98 y TA-100, donadas
por el Dr. Bruce N Ames (Universidad de California en
Berkeley, USA). Se empleé el método de incorporacién en
placa con un protocolo de trabajo bien estandarizado para
evaluar el extracto fluido de Teloxys ambrosioides (L.) Weber.
Se ensayaron concentraciones de 50, 150, 15 00 y 5 000 pplaca
de sélidos totales, sembrandose 3 placas por concentracién
en un experimento unico.’ El ensayo se realiz6 en presencia
y ausencia de activacién metabdlica exdgena, conteniendo
4 % de fraccidon S9 en solucion de co-factores, obtenida
a partir de higado de ratas tratadas con fenobarbital y
5,6 naftoflavona. Las placas se incubaron a 37 °C y se conta-
ron las colonias revertantes a las 48 h. Para el andlisis estadis-
tico se aplicé el programa SANALAL, versién 1.0 (ILS
Research Triangle Park, NC. USA).

ENSAYO DE MICRONUCLEOS

El extracto hidroalcohdlico del apasote se evapord a
presion reducida para eliminar el etanol y el sélido resultante
se resuspendid en etanol al 60 %, a una concentracién de
200 mg/mL en el momento de la administracién a los animales.
Se establecieron 5 grupos experimentales: 3 dosis (2 000,
1 000 y 500 mg/kg de peso corporal, pc), control negativo
(etanol al 60 %), control positivo (ciclofosfamida, 20 mg/kg pc).
Cada grupo cont6 con 10 aminales: 5 machos y 5 hembras.
Se emplearon ratones Suizos de 5 semanas de nacidos con un
peso promedio de aproximadamente 20 g, provenientes del
Laboratorio de Control Biolégico del CIDEM. Estos se
aclimataron durante una semana en el bioterio de la Fac. de
Medicina "Dr. Salvador Allende". Se alimentaron con pienzo
peletizado (Ratonina, CENPALAB) y agua sin restriccion. El
extracto se aplicé por via oral a razén de 10 mL/kg pc, en
dosis separadas por 24 h y se procedi6 al sacrificio 24 h
después de la dltima aplicacién. Los animales se sacrificaron
por dislocacién cervical. Las muestras de médula dsea se
obtuvieron segin Schmid.'° Las laminas se fijaron con etanol
al 95 % (v/v) durante 5 min y se secaron al aire durante 24 h.
Finalmente se tifieron con Giemsa al 5 % (v/v) en buffer
fosfato pH = 7,0 durante aproximadamente 20 min. Se
contaron 2 000 eritrocitos policromaticos (PCE) por animal
y ademas los eritrocitos normocromaticos (NCE) presentes
en 250 PCE para estimar el dafio citotéxico (IT = PCE/NCE).

Para el tratamiento estadistico de los datos, se normaliza-
ron los valores PCE/NCE y el % MNPCE (PCE
micronucleados) para cada animal empleando la transfor-
maciénV (x + 1). Después se procedio a realizar un andlisis de
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TABLA 1. Resultados del ensayo de Ames frente a un extracto fluido con un menstruo etandlico al 70 % de Teloxys ambrosioides
(L.) Weber

Colonias revertantes/placa + D.S.

TA-100 TA-98
(-S9) (+S9) (-S9) (+S9)
0° 30,00 = 7,94 26,00 + 3,46 152,67 = 18,34 127,00 = 8,19
50 26,33 £ 2,52 39,00 = 7,94 139,33 + 26,58 139,67 + 7,37
150 29,00 = 5,29 39,33 + 4,04 207,67 = 39,80 144,00 = 29,46
500 31,00 £ 3,61 37,67 + 4,16 124,67 = 6,51 131,00 + 11,53
1500 39,00 + 4,58 44,67 = 4,04 12733 + 8,52 153,33 + 4,04"
5000 23,67 £ 2,89 54,67 + 11,02 170,67 + 36,00 172,67 = 4,73™
Control positivo? 709,33 +12,49™ 995,66 + 68,00 604,00 = 17,44™ 2 029,33 + 47,24™
Concentracion
pg/placa Colonias revertantes/placa = D.S.
TA-1535 TA-1537
(-S9) +S9) (-S9) (+S9)
0° 6,33 = 3,21 12,00 £ 3,16 12,33 = 2,31 18,33 £ 5,51
50 8,33 + 3,51 8,00 £ 2,65 12,67 + 2,89 17,00 £ 5,20
150 8,00 = 3,61 8,67 £ 1,53 14,33 + 2,66 14,00 = 2,08
500 11,00 = 3,46 6,67 = 1,15 14,67 + 2,52 19,33 =+ 4,16
1500 8,00 = 0,00 8,00 = 2,00 14,00 £ 2,52 17,00 = 6,24
5000 11,67 = 1,15 10,00 = 3,79 25,00 £ 2,00” 18,00 £ 4,58
Control positivo? 243,00 + 47,51 520,00 + 43,82" 3155,33 + 43,56™ 894,66 + 30,94

* Control negativo: Dimetilsulf6xido (DMS).

® Controles positivos:

TA-1535 (-S9) 4zida de sodio, 1,5pg/placa; (+59) Ciclofosfamida, 500 pg/placa.
TA-1537 (-S9) 9-aminoantraceno, 100 pg/placa; (+S9) 2 aminofluoreno, 100 pig/placa.
TA-98 (-S9) 4cido picrolénico, 100 g/placa; (+S9) 2 aminofluoreno, 10 pg/placa
TA-100 (-S9) 4zida de sodio, 1,5 pg/placa; (+S9), benzo(a) pireno, 10 pg/placa.
Anova: p <0,05"; p<0,01™

TABLA 2. Ensayo de microniicleos en ratones tratados con un extracto fluido con un mestruo etandlico al 70 % de Teloxys
ambrosioides (L.) Weber

Dosis (mg/kg/dia) Sexo® PCE/NCE (media + DS) MNPCE/1000 PCE (media + DS)"
Etanol al 60 % © M 1,52 + 0,22 2,50 = 0,20
F 1,54 £ 0,05 2,60 = 0,14
500 M 1,55 = 0,05 2,40 + 0,48
F 1,56 = 0,07 3,60 + 0,7
1000 M 1,54 + 0,03 3,60 + 0,14
F 1,57 =+ 0,09 3,20 + 0,64
2000 M 1,53 + 0,09 3,30 + 0,66
F 1,50 = 0,09 2,60 + 0,56
CP20¢ M 0,65 + 0,04™ 20,50 = 0,70™
F 0,65 £ 0,04™ 23,80 = 1,10™
*M, machos; F, hembras. ANOVA;" p < 0,01 (z-Student)
® PCE micronucleados. Cochran-Armitage, p = 0,128 (M)
¢ Control negativo Cochran-Armitage, p = 0,619 (F)

4 Ciclofosfamida, control positivo.
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varianza de 2 vias considerando sexo, dosis e interaccion de
ambos. La existencia de una posible relacion dosis-efecto se
estimé por el estadigrafo para tendencias en proporciones
lineales (test de Cochran-Armitage)."! Para que el producto
sea genotoxico debe observarse incrementos significativos
en la frecuencia de PCE micronucleados y que los mismos
tengan una relacién dosis-respuesta.

RESULTADOS

La tabla 1, muestra los resultados del ensayo de Ames.
Se puede observar un efecto mutagénico en las cepas
TA-1537 a la concentracién de 5 000 Hg/placa, sin activa-
cion metabdlica, en la TA-100 en las concentraciones de
1 500y 5000 Hg/placa y en la cepa TA-98 en las concentra-
ciones desde 150-5 000 Hg/placa, ambas con activacién
metabdlica.

En el ensayo de induccién de microntcleos en médula
Osea de raton, la tabla 2 demuestra que no existen diferencias
significativas en el indice de citotoxicidad medular dada por
la relaciéon PCE/NCE, tanto para los ratones machos
(P =0,677), como para los ratones hembras (P = 0,525).
La frecuencia de induccién de micronticleos (% MNPCE) no
presentd tampoco diferencias significativas para ambos sexos
(ratones machos P = 0,178; ratones hembras P = 0,422). El
estadigrafo de tendencias lineales (Cochran-Armitage)
tampoco resulté significativo ni para ratones machos
P = 0,128, ni hembras, P=0,619.

Discusion

El extracto fluido de Teloxys ambrosioides (L.) Weber
en estudio fue positivo (mutagénico) en el ensayo de Ames,
induciendo corrimiento del marco de lectura en el triplete de
bases por adicién (frameshift + 1) en la cepa TA-1537, y por
delecion (frameshift - 1) en la cepa TA-98 y sustitucién de
pares de bases en la cepa TA-100.

Estas micro-lesiones genéticas concuerdan con un
estudio llevado a cabo a partir de un extracto acuoso
(decoccidn e infusion) de dicha planta en el sistema in vitro
empleando linfocitos de sangre periférica, al reportarse
macro-lesiones genéticas dado por un incremento en el por
ciento de aberraciones cromosdmicas y en la frecuencia de
intercambio aberraciones cromos6micas y en la frecuencia
de intercambio de cromadtidas hermanas (A. Gadano, et al.
Evaluacién del potencial genotdéxico de Plantas Medicinales
in vitro XVII. Jornada Interdisciplinarias de Toxicologia.
Buenos Aires. 1998). Por ser el Ascaridol el compuesto
mayoritario y ser un peréxido terpénico (endoper6xido), se
pudiera inferir que debido a su estructura quimica genere
radicales libres reactivos (grupos “OH), los cuales pueden
formar aductos del ADN e inducir el efecto mutagénico en el
sistema bacteriano.

Considerando que aunque la concentracién del aceite
esencial es baja (0,1148 %) las posibilidades de exposicién

directa del mutdgeno con la célula bacteriana es mas fac-
tible. Ademds, esta reportado que la planta contiene safrol,
compuesto hepatocarcinégeno débil y mutagénico y
quercitina, reportada también como mutagénica en el ensa-
yo de Ames.'>'3 El efecto observado en el ensayo in vitro no
fue confirmado in vivo en el ensayo de microntcleos, pues la
inactivacion de la genotoxina(s) puede estar relacionada
principalmente con los perfiles farmacocinéticos de absor-
cién-distribucién-metabolismo y excrecién o por la baja
biodisponibilidad de los mutdgenos antes referidos y pre-
sentes en el aceite esencial contenido en el extracto fluido
del Teloxys ambrosioides (L.) Weber.'*

Conclusiones

- El extracto fluido de Teloxys ambrosioides (L.) Weber es
marcadamente mutagénico en el ensayo in vitro de Ames.

- No present6 efecto mutagénico en el ensayo de induccién
de microndcleos.

- Se recomienda determinar la concentracion de Ascaridol
en el extracto fluido de la planta.
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