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Resumen

El empleo de las plantas medicinales y sus derivados en la medicina tradicional halla su expresion natural y su desarrollo ulterior en la atencién
primaria de la salud. Cuba ha sabido aprovechar su rica flora y su vasta tradicién en el empleo de los fitofarmacos. Dentro de estos productos
alternativos se encuentra la cera de cafia con propiedades farmacoldgicas reconocidas (antiinflamatoria, cicatrizante, etc.), la cual es obtenida
como subproducto en el proceso de elaboracién del azicar. Los estudios genotdéxicos se llevaron a cabo empleando 3 sistemas de ensayos a
corto plazo, 2invitroy 1invivo. Paralas pruebasin vitro se emplearon los ensayos deSalmonella/Microsomas (Ames) y segregacion mitdtica
(Aspergillus nidulans D- 30) a una concentracién maxima del producto de 5 mg/placay 1,00 mg/mL, respectivamente. En el ensayoin vivode
induccién de microndcleos en médula dsea de ratén se emplearon dosis hasta de 2 000 mg/kg de peso corporal. Los resultados obtenidos
demuestran que el extracto hidroalcohélico de cera de caiia no tiene efecto mutagénico en ninguno de los ensayos empleados.

DeCs: PLANTAS MEDICINALES/toxicidad; EXTRACTOS VEGETALES/toxicidad; TESTS DE MUTAGENICIDAD; SALMONELLA;
ASPERGILLUS NIDULANS; TESTS DE MICRONUCLEOS; RATAS WISTAR.

Summary

The utilization of medicinal plants and their derivatives in traditional medicine finds its natural expression and its further development in primary
health care. Cuba has taken advantage of its rich flora and of its vast tradition in the use of phytodrugs. The sugar cane wax is among these
alternative products. It is obtained as a by-product in the sugar manufacture process and it has well-known pharmacological properties
(antiinflammatory, healing, etc.). The genotoxic studies were conducted by using 3 short-term test systems, 2 in vitro and 1 in vivo. The tests
of Salmonella/Microsomas (Ames) and mitotic segregation (Aspergillus nidulans D-30) were used for in vitro assays at a maximum
concentration of the product of 5 mg/plate and 1.00 mg/mL, respectively. In thein vivo test of micronucleus induction in mouse bone marrow,
doses of up to 2 000 mg/kg of body weight were used. The results showed that the hydroalcoholic extract of sugar cane wax has no mutagenic
effect on any of the tests used.

Subject headings: PLANTS, MEDICINAL/toxicity; PLANT EXTRACTS/toxicity; MUTAGENECITY TESTS, SALMONELLA;
ASPERGILLUS NIDULANS; MICRONUCLEUS TESTS; RATS, WISTAR.

Las plantas medicinales son una parte pequefia pero im- cional halla su expresion natural y su desarrollo ulterior en la
portante de la herencia biolégica de la tierra. El empleo de atencion primaria de la salud.' Cuba ha sabido aprovechar su
las plantas medicinales y sus derivados en la medicina tradi- rica floray su vasta tradicion en el empleo de los fitofarmacos,
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pero su aplicacién sin un aval cientifico representa un riesgo
parala salud humana. Por esta razén el ensayo toxicogenético
de los medicamentos de origen herbario se hace necesario
para descartar cualquier dafio al material hereditario y que el
fitofarmaco puede ser consumido por la poblacién. Dentro
de estos productos alternativos se encuentra la cera de cafia
con propiedades farmacoldgicas reconocidas (cicatrizante,
antiinflamatoria, antimicrobiana, ademas se le atribuyen efec-
tos positivos en algunas afecciones dérmicas como acné ju-
venil, picadas de insectos, linfangitis, etc.) la cual es obteni-
da como subproducto en la elaboracién de la cana de azicar,
compuesta por una mezcla de ésteres céreos, dcidos grasos y
fitosteroles entre otros cuya actividad bioldgica ha sido re-
portada por algunos investigadores (Tilldn J. Laboratorio de
Control Biolégico del CIDEM, comunicacién personal).” Para
el estudio se seleccionaron 3 ensayos reconocidos
internacionalmente: 2 in vitroy 1 in vivo. Para las pruebas in
vitro se emplearon los ensayos de Salmonella/Microsomas
(Ames) el cual detecta mutaciones génicas y el ensayo de
Segregacion Somdtica con el hongo diploide Aspergillus
nidulans D-30 el cual detecta recombinacién mitética,
aneuploidia o dafo clastogénico, mecanismos genéticos que
pueden conducir a desarrollo de procesos tumorales.** Para
la prueba in vivo se empled el ensayo de induccion de
microntcleos en médula ésea de ratén, que detecta la ocu-
rrencia de aberraciones cromosémicas en eritroblastos ex-
puestos a agentes que ocasionan clastogénesis y aneuploidia.’

M étodos
MATERIAL VEGETAL

Subproducto de la cafia de azicar denominado cera de
cafia, elaborado por la Empresa Farmacéutica “Dr. Mario
Muiioz”, perteneciente a la Industria Médico Farmacéutica.
El extracto de cera de cafia es un producto sélido de aspecto
uniforme, color verde y de olor caracteristico. Estd constitui-
do por 4cidos grasos (miristico, palmitico, estedrico, araquico,
docosanoico, etc.), por alcoholes superiores (tetracosanol,
hexacosanol, octacosanol, triacosanol, etc.), por alcoholes
superiores (tetracosanol, hexacosanol, octacosanol,
triacosanol, etc.) y por fitosteroles (stigmasterol, campesterol
y beta-sitosterol).

ENSAYO DE AMES

Se empled 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 emple6 el método de incorporacién en
placa descrito por Maron 'y Ames.* El extracto hidroalcohdlico
de cera de cana se disolvié en dimetilsulféxido (DMS) hasta
una concentracién final de 50 mg/mL. Se ensayaron concen-

traciones de 50, 150, 500, 1 500, y 5 000 pg/placa de sélidos
totales, se sembraron 3 placas por concentracidn en un expe-
rimento tinico.%’ El ensayo se realizé en presencia y ausencia
de activacién metabdlica exégena, que contenia 4 % de
fraccién S9 en solucién de cofactores, obtenida a partir del
homogenato de higado de ratas Wistar de 200 g de peso
tratadas con fenobarbital y 5,6 naftoflavona. Las placas se
incubaron a 37 [JC y se contaron las colonias revertantes
(colonias mutantes prototréficas) a las 48 h. Para el andlisis
estadistico se aplic6 un ANOVA simple y se empled el progra-
ma SALANAL versién 1,0 (ILS Research Triangle Park, NC.
USA).

ENSAYO DE SEGREGACION SOMATICA

Se empled la cepa Aspergillus nidulans D-30,® obtenida
de los haploides A593(a) y A594(b) procedentes del Fungal
Genetic Stock Center (FGSC), en Atlanta, USA. Es una cepa
diploide heterocigética para varios marcadores auxotrofos,
de resistencia y 4 recesivos para el color de los conidios. Las
mutaciones presentes en la cepa son las siguientes (entre pa-
réntesis el grupo de ligamiento del haploide correspondiente)
y A2(Ia)= amarillo; w2A (IIb)=blanco; fwA2(VIlla)=amarillo-
carmelita; cha(VIIIb)=verde chartré.’ El medio de cultivo em-
pleado fue medio completo (MC).!° Se sigui6 un protocolo
de ensayo de exposicién en medio de cultivo agarizado don-
de se siembran los conidios en punto al centro de las placas.
El extracto hidroalcohélico de cera de cafia se disolvid en
polipropilenglicol al 2 % (v/v) y se emplearon concentracio-
nes del extracto de 0,1 mg/mL hasta 1,0 mg/mL de sé6lidos
totales. A las 72 h de incubacién a 37 [IC se midi6 el didmetro
de las colonias para determinar el indice de citotoxicidad
(IT) dado por el por ciento de reduccién del didmetro de las
colonias con respecto al control negativo. Se analizaron 4
placas por concentracién. Como criterio de toxicidad se tomé
lo reportado por Kappas.'!

Toxicidad IT
Baja 0-15
Media 16-30
Alta >30

Para determinar si el fitofarmaco induce dafio genético
las placas con MC se suplementaron con las siguientes
concentraciones del extracto hidroalcohdlico de cera de cafia
(0,1;0,2; 0,4; 0,8 y 1,0 mg/mL de sélidos totales). Las placas se
inocularon en 5 puntos equidistantes y se incubaron a 30 °C
durante 6-10 d. A los 6 d se contaron los sectores segregantes
coloreados y se calcul6 la frecuencia de sectores por colonia
(FSC) para cada concentracién ensayada. Se calcul el indi-
ce de segregacién mitética (ISMI) expreesado como la FSC
para la concentracién estudiada respecto a la FSC del control
negativo. Como control negativo se empled
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polipropilenglicol al 2 % (v/v) y como control positivo, hi-
drato de cloral (6 mM). Para el andlisis estadistico, los datos
primarios se transformaron segtn la férmulaV (x + 0,5). A la
FSC correspondiente a los datos transformados se le realizé
un ANOVA simple empleando el paquete estadistico
MICROSTA. La genotoxicidad se evalud en términos de la
frecuencia de sectores segregantes coloreados de los conidios
(FSC) marcadores recesivos en homocigosis observada para
cada concentracién ensayada.'>!3

Se consideraron genotdxicas aquellas concentraciones
que incrementan la FSC el doble o mas respecto al control
negativo, que sean estadisticamente significativas y depen-
dientes de la concentracion.

ENSAYO DE INDUCCION DE MICRONUCLEOS

Se emplearon ratones de la linea isogénica Suizos de
5 semanas de nacidos con un peso promedio de aproximada-
mente 21 + 2,5 g, provenientes del Laboratorio de Control
Biolégico del CIDEM. Estos se aclimataron durante una se-
mana en el bioterio de la facultad de medicina “Dr. Salvador

Allende”. Se alimentaron con pienso peletizado (Ratonina,
CENPALAB) y agua sin restriccion. El extracto
hidroalcohdlico de cera de cafia se administré una vez di-
suelta en aceite de mani, por via oral a razén de 10 mL/kg pc.
en 2 aplicaciones separadas por 24 h. Se emplearon 3 dosis y
5 animales de ambos sexos por grupo experimental. La dosis
mds alta correspondié a 2 000 mg/kg de peso corporal y a
partir de esta se tomaron el 50 % y el 25 % de la dosis méxi-
ma.'* El control positivo fue ciclofosfamida 20 mg/kg pc, el
control negativo empleado fue aceite de mani. Se empleé un
grupo de animales como control espontdneo. Los animales
se sacrificaron por dislocacién cervical 24 h después del ul-
timo tratamiento. Las muestras de médula 6sea se obtuvieron
segdn Schmid.’ Las laminas se fijaron con etanol al 95 % (v/
v) durante 5 min y se secaron al aire durante 24 h. Final-
mente se tifieron con Giemsa (Empresa de Productos Far-
macéuticos C. J. Finlay) al 5 % (v/v) en agua corriente
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).

TABLA 1. Resultados del ensayo de AMES frente a un extracto hidroalcohdlico de cera de caiia

Concentracién Colonias revertantes/placa + D.S
Mg/placa TA-98 TA-100
(-S9) (+S9) (-S9) (+S9)
0? 70,30 = 4,51 71,00 £ 3,61 121,00 + 5,77 112,30 £ 11,60
50 72,70 + 6,66 74,70 = 8,08 126,70 £4,93 120,70 + 7,37
150 73,70 £ 5,51 69,30 = 1,53 124,00 £ 5,29 121,00 + 10,54
500 71,30 + 3,21 71,30 £ 3,51 119,70 = 8,06 121,30 £ 5,36
1500 66,00 + 4,36 69,00 + 3,61 124,70 + 5,69 115,70 + 5,86
5 000 67,00 = 3,61 70,00 + 4,35 121,70 =2,89 117,30 = 3,79
Control
positivo® 1 130,33 +40,60** 3095 +40,00%* 549,70 £ 92,40%* 671,00 + 166,50%*
Concentracion Colonias revertantes/placa = DS
Hg/placa
TA-1535 TA-1537
(-S9) (+S9) (-S9) (+S9)
0 13,00 + 3,46 16,70 = 1,15 8,30 £ 1,58 8,70 £ 1,15
50 14,70 =2,31 20,30 = 0,58 6,70 £ 1,58 7,30 £ 2,08
150 13,70 + 1,15 16,30 = 1,53 9,70 £ 2,00 7,70 = 3,06
500 16,30 + 1,53 15,70 £ 0,58 7,70 £2,08 8,70 = 2,89
1500 16,00 + 1,78 16,80 = 1,15 7,00 2,00 9,70 + 1,53
5000 11,30 + 0,58 16,00 = 2,65 7,00 2,00 9,00 2,00
Control
positivo® 190,00 + 49,51%* 298,00 = 40,00%* 651,33 £ 109,70%** 1 080 + 38,60**

 Control negativo: Dimetilsulf6xido (DMS).
® Controles positivos:

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

TA 1537 (S9) 9 aminoantraceno, 100 pg/placa; (+S9) 2 aminofluoreno, 100 pg/placa.
TA-98 (-S9) acido picrolénico, 100 pg/placa; (+S9) 2-aminofluoreno, 10 pg/placa.
TA-100 (-S9) azida de sodio, 1,5 pg/placa; (+59), benzo(a) pireno, 10 pig/placa.

Anova: p< 0,05%; p< 0,01%*%*
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TABLA 2. Resultados de la segregacion somdtica en el hongo Aspergillus nidulans D-30 frente al extracto hidroalcohdlico de cera de caiia

Concentracion Toxicidad? Sectores Genotoxicidad
mg/mL Colonias T %) Colonias segregantes FSC® ISMI¢
Polipropilenglicol

al 2 % v/v¢ 8 - 97 48 0.495 1,00
0,1 8 -10,5 100 82 0,820 1,56
0,2 8 -13,2 99 74 0,747 1,51
0,4 8 -18,5 90 50 0,556 1,12
0,8 8 -10,5 100 46 0,460 0,93
1,00 8 -5,3 100 31 0,310 0,53
Hidrato de cloral

6 mM** 8 58,4 100 217 2,170 4,38

@ Reduccién del didgmetro de las colonias las 72 h de incubacién respecto al control negativo;® Indice de segregacién mitética;® Control

negativo; ¢ Control positivo; ** p <0,01.

TABLA 3. Resultados del ensayo de microniicleos en médula ésea de raton frente al extracto hidroalcohdlico de cera de caia

Dosis Animales PCE/NCE = DS? MPCE? PCE % MPCE + DS
mg/kg pc Total

Aceite de mani® 10 1,71 £ 0,09 17 20023 0,09 + 0,03
500 10 1,83 +0,27 21 20007 0,11 +0,07

1 000 10 1,88 0,10 23 20048 0,12 +0,03

2 000 10 1,97 +0,71 20 20052 0,10 £ 0,07
Ciclofosfamina® 10 1,56 = 0,12%* 334 20080 1,66 +0,41%*
No tratados 10 1,72 +0,33 19 20071 0,05 + 0,04

» PCE/NCE - Indice de citotoxicidad medular;* MPCE — eritrocitos policromaticos micronucleados; © Control negativo; ¢ Control positivo

(20 mg/kg pc)

*p<0,05; ** p<0,01. Estadigrafo para tendencias lineales, Cochran-Armitage p< 0,34.

Para el tratamiento estadistico de los datos, se normali-
zaron los valores PCE/NCE y el % MNPCE (PCE
micronucleados) para cada animal empleando la transforma-
cién vV (x+1). Después se procedio a realizar un anlisis de
varianza de 2 vias considerando sexo, dosis e interaccion de
ambos. La existencia de una posible relacién dosis-efecto se
estim6 por el estadigrafo para tendencias en proporciones
lineales (prueba de Cochran-Armitage).'® Para que el pro-
ducto sea genotoxico debe observarse incrementos signifi-
cativos en la frecuencia de PCE micronucleados y que los
mismos tengan una relacion dosis-respuesta.

Resultados

En la tabla 1 se muestran los resultados del ensayo de
Ames frente al extracto hidroalcohdlico de cera de cafia. Como
puede observarse no hay evidencia de efecto citotéxico ni
genotodxico.

En el ensayo de segregacién somdtica con el hongo
Aspergillus nidulans D-30 (tabla 2) se puede apreciar un
incremento del didmetro de las colonias con respecto al con-
trol negativo dado por el signo negativo del (% IT). Tampoco
se observo efecto genotdxico significativo al realizarle un anali-

sis de varianza simple a las FSC comparado con el control
negativo (solvente) para todas las concentraciones estudiadas.
En la tabla 3 se muestran los resultados del ensayo in
vivo en donde se observa la no induccién de micronucleos,
los cuales se originan como resultado de dafios clastogénicos
o aneugénicos después de la exposicidn al agente genotdxico
al ser dafiado durante la mitosis los cromosomas del tejido
eritropoyético, dado por un incremento significativo del
por ciento de los eritrocitos policroméaticos micronucleados
(P, = 0,66; P .= 0,70) por la accién del extracto
hidroalcohdlico de cera de cafia. No se observa un incremen-
to significativo en el ensayo de tendencias lineales (Cochran-
Armitage; p=0,34). Tampoco se presenta toxicidad en médula
6sea al no demostrarse cambios significativos en la relacién
PCE/NCE después del tratamiento (Psm: 0,17;P, =0,87).

dosis

Discusion

El extracto hidroalcohdlico de cera de cafa, un
subproducto de la cafia de azicar, no induce dafio genético
en los 3 sistemas estudiados, demostrando que este
fitofarmaco no contiene genotoxinas que pudieran dafar el
genoma celular. Se observa en el ensayo de segregacion
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somatica con el Aspergillus nidulans D-30 un incremento
del didmetro de las colonias debido posiblemente a compo-
nentes del extracto, que pudieran actuar como estimuladores
del crecimiento dado por la presencia de acidos grasos y de
los alcoholes superiores. También pudiéramos inferir que la
ausencia de mutaciones se deba a la presencia de esteroles,
los cuales se reportan con accién antimutagénica ya sea por
un mecanismo de inhibicién de la interaccién entre genes y
mutdgenos bioquimicamente reactivo o inhibiendo la acti-
vacién metabdlica de agentes mutagénicos que actian indi-
rectamente.’

Por los resultados obtenidos en los ensayos in vitro, era
de esperarse la ausencia de genotoxicidad en el ensayo in
vivo, como efectivamente se comprobd.
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Conclusiones

En las condiciones de ensayo descritas, el extracto
hidroalcohdlico de cera de cafia no se presentd accidén
genotdxica ya que:

* No indujo un incremento significativo en el nimero de
mutantes prototréficos en el ensayo de Ames con y sin
activacién metabdlica.

* No indujo un aumento significativo en la frecuencia de sec-
tores por colonias en la cepa de Aspergillus nidulans D-30.

* No se observé un incremento significativo en la frecuen-
cia de micronucleos en los eritrocitos policromaticos.
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