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Abstract

All the information about the results obtained in the toxigenetic assays from 1998 to 2008 on vegetable extracts used by the Cuban population, carried
out in the laboratory of Toxicological Genetics of CIDEM, was compiled. Two short-term assay systems were used, the test in vitro of bacterial reversion
Salmonella/microsome and in vivo assay of micronucleous induction in bone marrow of mouse. Descriptive results are evidenced regarding the % of families
and species evaluated by assays compared to the total of Cuban flora, highlighting those extracts that induced a positive response in the assays, in order to
warn the sanitary authorities and the population on such effects. The vegetable extracts with genotoxic activity were: extract of Ruta graveolens L., extract of
Indigophera suffructicosa Mill and hidroalcoholic extract of Tamarindus indica L..
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Resumen

Se compil6 toda la informacion de los resultados obtenidos en los ensayos toxicogenéticos, en el periodo de 1998 al 2008 realizados a extractos
vegetales utilizados por la poblacién cubana llevados a cabo en el laboratorio de Genética toxicolégica del CIDEM. Se emplearon dos sistemas de ensayos a
corto plazo, la prueba in vitro de reversion bacteriana Salmonella/microsoma y el ensayo in vivo de induccién de micronlcleos en médula 6sea de raton. Se
evidencian resultados descriptivos en cuanto al % de familias y de especies evaluadas por ensayos comparados con el total de la flora cubana. Solamente se
resaltan aquellos extractos que indujeron una respuesta positiva en los ensayos y de esta forma alertar a las autoridades sanitarias y a nuestra poblacion de
tales efectos. Los extractos vegetales con actividad genotoxica fueron: extracto acuoso de Ruta graveolens L., extracto acuoso de Indigophera suffructicosa
Mill y extracto hidroalcohélico de Tamarindus indica L.
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INTRODUCCION

La flora medicinal cubana es muy rica y se plantea
la existencia de 1258 especies de plantas medicinales
pertenecientes a 782 géneros, agrupados en 180
familias botéanicas, lo que equivale al 15,72%
aproximadamente, considerando unas 8 000 especies
en nuestra flora, de ellas 6000 plantas superiores
(Fuentes, 1981; Granda et al., 1982) con mas del 45-
50% de endemismo, lo cual constituye una fuente de
riquezas para el desarrollo de un explotable arsenal
terapéutico en nuestro pais (Padrén, 1996). No
obstante, son evidentes los peligros que entrafian la
simple confianza en los remedios a base de plantas,
pues muchas se han utilizado también durante miles
de afios como poderosos venenos Ssi se usan a
determinadas dosis (Granda et al., 1988). Incluso en
Cuba se ha reportado un conjunto de plantas
venenosas, responsables de producir cuadros de
intoxicacion y mortalidad en animales domésticos, a
las cuales se hayan expuestos también los individuos
y la comunidad, debido a la presencia en ciertas
plantas de sustancias con efectos toxicos como:
alcaloides, triterpenos, cumarinas, oxalatos, nitratos,
nitritos, lactonas sesquiterpénicas, aminoacidos
toxicos, lectinas, glicosidos cardioactivos vy
cianogénicos, saponinas, etcétera (Alfonso et al.,
1992).

La Organizacion Mundial de la Salud ha insistido
en que el uso de plantas medicinales puede ser de
gran aplicacién en la atencion primaria de los
sistemas de salud, pero sobre bases cientificas que
sustenten seguridad, efectividad y calidad requeridas
para la administracion en humanos (Guerrero, 1996).
Es por ello que en 1991 se inicia en nuestro pais un
Programa Nacional de Plantas Medicinales en el
Sistema de Salud. Entre los objetivos que tiene este
programa, encaminado a fundamentar cientificamente
los usos tradicionales atribuidos a la flora cubana,
esta valorar la inocuidad de las plantas medicinales,
tanto desde el punto vista tdxico como mutagénico.

En los Gltimos afos las pruebas para medir dafio a
nivel primario del ADN, han alcanzado una justa
importancia entre los analisis de genotoxicidad, toda
vez que el conocimiento adquirido acerca de los
eventos genéticos medidos por esta via, permiten hoy
comprender la significacion que tienen en los
procesos carcinogénicos o de transformacion tumoral
de las células.
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Datos obtenidos en un estudio en nuestro pais
(Calvo et al.,, 1994) revelan que de méas de 100
plantas medicinales de uso popular, sélo 52 contaban
con algun tipo de evaluacion genotdxica y de ellas, el
56% (29 plantas) presentan respuesta de
genotoxicidad positiva, al menos para un ensayo.
Estos datos apoyan la necesidad inminente del
tamizaje genotéxico efectivo a las plantas mas
utilizadas por nuestra poblaciébn con fines
medicinales.

La evaluacion genotoxica de extractos de plantas
medicinales debe ser realizada, en primera instancia,
mediante ensayos in vitro, validados
internacionalmente, que midan el dafo en los niveles
de: Mutacién génica y/o Mutacion cromosémica. En
dependencia de los resultados in vitro debe
continuarse, en segunda instancia, con ensayos in
vivo que respondan a los 2 mismos niveles de dafio
genético que se evaluaron in vitro.

El presente trabajo tiene como objetivo mostrar
toda la informacion referente a la evaluacion
genotdxica de Plantas Medicinales realizada en el
periodo (1998-2008) en el Centro de Investigacion y
Desarrollo de Medicamentos (CIDEM), mediante
ensayos in vitro e in vivo siguiendo las regulaciones
internacionales y de esta forma validar la inocuidad
de las plantas medicinales de uso popular. Asimismo,
recomendar esta compilacién de datos como base o
guia para las autoridades sanitarias en el empleo
tradicional de dichas plantas.

MATERIALES Y METODOS

Colecta del material vegetal

Las colectas fueron realizadas por un técnico en
Agronomia, asesorado por un especialista en
Botéanica, se previeron al menos dos expediciones al
afio. Los ejemplares  fueron identificados
taxondmicamente y una muestra de los mismos esta
guardada en el herbario de la Estacion Experimental
de Plantas Medicinales “Dr. Juan Toméas Roig”. El
volumen de material vegetal que se cosechd no
sobrepas6 un kg de droga seca, que es suficiente para
preparar un litro de extracto fluido. En la Tabla 1 se
encuentran referidas las 27 especies colectadas con
nombres cientificos, familias, nUmero de herbario,
parte utilizada y tipo de extractos realizados.
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Secado y conservacién del material vegetal

Las muestras se secaron a la sombra y se
conservaron en sobres de nylon hasta la preparacion
de los extractos.

Preparacion y conservacion de los extractos

Los extractos acuosos y fluidos se prepararon en
el Departamento de Productos Naturales del CIDEM
y en la EEPM “Dr. Juan Tomés Roig”, siguiendo los
procedimientos establecidos (Soler et al., 1992). El
polisacarido de gel de aloe se obtuvo por
precipitacion etanolica del gel elaborado a partir de
las hojas frescas de Aloe vera L. Una vez preparados
los extractos se conservaron en el Laboratorio de
Genética Toxicolégica a temperatura ambiente, en
frascos ambar y en la oscuridad hasta su analisis.

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, Berkeley, EUA) utilizando el método de
incorporacién en placa con un protocolo de trabajo
estandarizado (Gatehouse et al., 1994; Maron &
Ames, 1983).

Ensayo de induccion de microndcleos en médula
6sea de ratén

Se emplearon ratones albinos de la linea no
isogénica Suizo, procedentes del Laboratorio de
Control Bioldgico del CIDEM, con peso entre 20 y
25 g, con 5 semanas de nacidos. Previo al
experimento, los animales se sometieron a un periodo
de adaptacion de una semana en condiciones de
temperatura 'y humedad convencionales. La
alimentacion consistié en ratonina peletizada y agua
sin restriccion. El ensayo de microndcleos en médula
Osea de raton se realizd segun Piloto et al. (2008).

RESULTADOS

Ensayo de Salmonella/microsoma

Se evaluaron 24 extractos, de 23 especies
vegetales (16 Familias). De los mismos 19 extractos
(79%) no mostraron aumentos significativos del
nimero de revertantes con respecto al control, ni
presentaron una relacién dosis- respuesta para
ninguna de las cepas de Salmonella testadas,
indicadores de mutagenicidad para esta prueba, para
concentraciones de hasta 5 mg/placa, valor que se
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acepta como limite superior de exposicion en
ausencia de toxicidad o de problemas de
solubilizacién, mientras que en Teloxys ambroisoides
L.Weber, Occimun basilicum L., derivados
antraquinénicos de Aloe vera L., Ruta graveolens L.
e Indigofhera suffructicosa Mill. marcaron un efecto
mutagénico incrementando los revertantes por placas
en las cepas testadas para un 21% respecto al total de
los extractos evaluados (Tabla 1).

Ensayo de induccion de microndcleos en médula
Osea de raton

De los 27 extractos evaluados se observd una
respuesta negativa en 24 de ellos (88,8%) no
mostrando incrementos significativos para la relacién
PCE/NCE (indicadora de citoxicidad medular). En el
valor del por ciento de eritrocitos policrométicos (%
MNPCE) parametro de dafio clastogénico y
aneugeénico no presentaron diferencias significativas
con respecto al control negativo. Tampoco el
estadigrafo Cochran-Armitage para pruebas de
tendencias en las proporciones lineales en el valor de
MNPCE respecto a las dosis estudiadas demostrd
resultados significativos en cada caso. Sélo
Tamarindos indica L., Ruta graveolens L. e
Indigophera suffructicosa Mill.,, mostraron efecto
genotoxico (11,1%) en este sistema de ensayo
(Tablal).

DISCUSION

La flora medicinal en Cuba tiene 1258 especies
que pertenecen a 180 familias, entre éstos, las
familias Asteraceae, Fabaceae, Rubiaceae, Poaceae
y Euphorbiaceae son las més ampliamente
representadas. En el estudio realizado en el periodo
(1998-2008), los 28 extractos analizados representan
un 10% de las familias de plantas medicinales
cubanas y un 2,1% de las especies de la flora cubana
(Tablal).

En el ensayo de reversion bacteriana
Salmonella/microsoma  tuvieron una respuesta
positiva los extractos de Teloxys ambroisoides
L.Weber, Occimun basilicum L., derivados
antraquinénicos de Aloe vera L., Cymbopogon
citratos (DC) Staf., Ruta graveolens L. e Indigofhera
suffructicosa Mill.

El extracto fluido de Teloxys ambrosioides (L.)
Weber indujo corrimiento del marco de lectura en el
triplete de bases por adicién (frameshift + 1) en la
cepa TA-1537, y por delecién (frameshift - 1) en la
cepa TA-98 y sustitucion de pares de bases en la cepa
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TA-100. Estas micro-lesiones genéticas concuerdan periférica, al reportarse macro-lesiones genéticas
con un estudio llevado a cabo a partir de un extracto dado por un incremento en el por ciento de
acuoso (decoccién e infusion) de dicha planta en el aberraciones cromosdmicas y en la frecuencia de
sistema in vitro empleando linfocitos de sangre intercambio de cromatidas hermanas (Galano, 1998).

Tablal. Resultado de los ensayos de toxicologia genética realizado a plantas de uso frecuente en Cuba en el periodo 1998-2008.

No Familia Nombre cientifico No herbario  Parte utilizada Extractos Ames  MN
1 Acanthaceae Justicia pectoralis Jacq. var ROIG 4636 follaje Fluido 70% - -
2 Asteraceae Artemisa absitium L. ROIG 4640 follaje Fluido 70% - -
3 Asteraceae Calendula officinalis L. ROIG 4625 Capitulos Fluido 70% - -
florales
4 Asteraceae Parthenium hysterophorus L. ROIG 4626 follaje Fluido 70% - -
5 Asteraceae Xanthium strumarium L. ROIG 4666 follaje Fluido 70% - -
6 Brassiaceae Lepidium virginicum L. ROIG 4626 follaje Fluido 70% - No
7 Caesalpinaceae Tamarindus indica L. ROIG 4670 corteza Fluido 70% - +
8 Caesalpinaceae Senna alata (L.)Roxo ROIG 4629 hojas Fluido 30% No -
9 Chenopodiaceae Telxys ambrosioides L. Weber. ROIG 4639 follaje Fluido 60% + -
10 Euphorbiaceae Pedilanthus tithymaloides L Poit ROIG 4697 follaje Fluido 30% - -
11 Lamiaceae Melissa officinalis L. ROIG 4586 follaje Fluido 70% - -
12 Lamiaceae Ocimum basilicum L. ROIG 4635 follaje Fluido 70% + -
13 Lamiaceae Ocimum tenuiflorum L. ROIG 4675 follaje Fluido 70% - -
14 Lamiaceae Ocimum gratissimun L. ROIG 4652 follaje Fluido 30% No -
15 Lamiaceae Plectranthus amboinicus (Lour) ROIG 4579 hojas Fluido 70% - -
Spreng.

16 Lamiaceae Salvia officinalis L. ROIG 4672 follaje acuoso - -
17 Liliaceae Aloe vera L. ROIG 4591 hojas Gel - -

Fluido 50% + -

(deri\{ac!og,

antraquinénico
s)
18 Lythraceae Lawsonia inermes L. ROIG 4676 follaje Fluido 70% - -
19 Myrtaceae Pimienta dioica L Merr. ROIG 4609 hojas Fluido 70% - -
20 Nyctaginaceae Boerhavia erecta L. ROIG 4642 follaje Fluido 70% - -
21 Piperaceae Piper auritum H.B.K. ROIG 4622 follaje Fluido 70% - -
22 Papilonaceae Indigophera suffructicosa L. ROIG 4594 follaje Fluido 30% + +
23 Poaceae Cymbopongon citratus (DC) Staf. ROIG 4634 follaje Fluido 70% - -
24 Passifloracea Passiflora incarnate L ROIG 4585 hojas Fluido 60% No -
25 Rhyzophoraceae Rhizophora mangle L. ROIG 4680 corteza Fluido 70% No -
26 Rutaceae Ruta graveolus L. ROIG 4630 follaje Fluido 70% + +
27 Verbenaceae f/talilhitarphetajamaicensis (L.) ROIG 4641 follaje Fluido 70% - -
alh.

(+) Respuesta positiva del ensayo, (-) Respuesta negativa del ensayo. (No) No se le realiz6 el ensayo.
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Por ser el ascaridol el compuesto mayoritario y ser
un peroxido terpénico (endoperdxido), 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. Ademas, esta
reportado que la planta contiene safrol, compuesto
hepatocarcindgeno débil y mutagénico y quercitina,
reportada también como mutagénica en el ensayo de
Ames (Hirohiko et al., 1997, Zeiger et al., 1992).

El extracto fluido en un menstruo etanolico al
70% de Ocimun basilicum L. contiene compuestos
que causan mutaciones puntuales, ya sea por
corrimiento del marco de lectura por delecion (cepa
TA-98) o por sustitucion de pares de bases (cepa TA-
1535). En este extracto hidroalcohdlico se detectaron
taninos gque pueden estar asociados a saponinas, a los
acidos organicos y a los aceites esenciales, etc. Se
reporta que compuestos con grupos taninos estan
relacionados con la induccion de cancer de es6fago
(Morton, 1980), pero también con mecanismos
antimutagénicos y anticarcinogénicos relacionados
con la actividad oxidativa (Kada et al., 1985). Estos
taninos pueden inducir una accion reparativa por
medio del mecanismo de escision en el ADN dafiado
en presencia del proceso de metabolizacion, pero en
ausencia de este, dicho mecanismo puede inhibirse y
tal reparacion resultaria en un efecto co-mutagénico
(De S& Ferreira & Vargas, 2009). Se podria pensar
también que las saponinas asociadas a los taninos
mostraran patrones de respuestas mutagénicas no
esperadas o0 que el aceite esencial mayoritario
induzcan estos efectos genotdxicos en este sistema de
ensayo.

Como puede observarse el extracto
hidroalcohdlico de derivados antraquindnicos induce
efecto mutagénico en el sistema de Ames con la cepa
TA-1537. Los resultados coinciden con lo reportado
por Brusick & Mengs, 1997) donde sefalan que
algunos derivados antraquindnicos del antraceno
encontrados en algunas plantas (rheum, rhamnus,
senna y familias del Aloe, etc.) particularmente 1-
hidroxi- y  1-8-hidroxi-antraquinona,  inducen
mutagenicidad en sistemas bacterianos. Brown &
Dietrich (1979) reportaron que el aloeemodin es
mutagénico en Salmonella typhimurium TA-1537 en
ausencia de la fraccion microsomal S9. En este caso
la mutagenicidad en este sistema in vitro se observo
en presencia de S9.
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Estas respuestas positivas en el sistema
Salmonella/microsoma, también pueden estar
relacionadas a la accion conjunta de dichos
compuestos como un todo, donde el sinergismo,
antagonismo, aditividad y las interacciones entre
efectos mutagénicos y antimutagénicos, pueden
conducir a respuestas muy especificas de cada una de
las mezclas complejas de que estan constituidos los
extractos. Estos resultados no fueron confirmados en
el ensayo in vivo de induccién de microndcleos en
médula 6sea de ratdn, donde se demuestra que la
genotoxina(s) que provoco la mutacion génica en el
ensayo de Salmonella/microsoma no induce ningdn
efecto clastogénico ni aneugénico en los mamiferos,
pues estos poseen mecanismos detoxificadores (fase
I1) representados por sistemas enzimaticos presentes
en el higado, pulmones y sistema gastrointestinal
responsable de la inactivacion del agente mutagénico
presente en los extractos, también pudiera ser por la
baja biodisponibilidad de los mutdgenos antes
referidos contenidos en los extractos evaluados.

Referente a los resultados obtenidos al evaluar el
extracto fluido de Indigofhera suffructicosa Mill. Se
reporta que la familia de las Papilonaceas se
caracteriza por presentar una amplia variedad de
especies con presencia de flavonoides que reflejan
tanto  propiedades  anticarcinogénicas  como
carcinogénicas, por su diferente participacion en el
metabolismo de los xenobioticos (Hasan et al., 1993),
otro de los componentes presentes es el kaempferol el
cual tiene reportes positivos de mutagenicidad al
aumentar significativamente la induccion de
revertantes en Salmonella typhimurium en la linea
TA 98 (Silva et al., 1997). Resultados similares
obtuvimos con las cepas TA 1535y TA 1537 donde
observamos un incremento significativo de la
frecuencia de revertantes por colonia, sin y con
activacion metabolica exdgena y efecto dosis —
respuesta positivo. También se plantea que el
kaempferol incrementa las aberraciones
cromosdmicas en células V7927 (Silva et al., 1997),
lo que esta en concordancia con nuestros resultados al
realizar las pruebas in vivo de induccién de
micronicleos evidenciando un dafio clastogénico o
aneugeénico. Estos resultados sugieren que el extracto
fluido de Indigofera suffruticosa L. contiene
sustancias con actividad mutagénica Yy
potencialmente carcinogénica. Nuestra conclusion se
basa en estudios utilizando extractos alcohélicos. Los
efectos de la exposicion a extractos solubles no
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alcohdlicos se desconocen por lo que sugerimos
extender nuestra investigacion a los extractos acuosos
gue son utilizados por la poblacion.

Los resultados positivos en el ensayo in vivo
indican que el extracto de la corteza de T. indica L.
bajo las condiciones probadas es genotdxico ya que
produjo un aumento significativo en la frecuencia de
micronucleos en los eritrocitos policromaticos de la
médula dsea, indicador de genotoxicidad, en todas las
dosis evaluadas. Estos resultados avalan un tamizaje
de actividad antimitética donde el extracto
hidroalcohdlico de la corteza de tamarindo mostro
actividad antitubulinica en el ensayo de inhibicién del
ensamblaje/desensamblaje de la tubulina por lo que
pudiera considerarse como un posible inhibidor de la
mitosis (Piloto et al., 2004). Adicionalmente se ha,
reportado que T. indica L tiene efecto mitodepresivo
y mitoclastégenico ya que inhibia la mitosis e
inducia aberraciones cromosémicas (Yadav, 1986).

El extracto fluido de Ruta graveolens L. mostro
mutagenicidad en el sistema Salmonella /microsome
y en el ensayo in vivo de micronuicleos en médula
Osea de raton. Su accion toxica se debe a los
alcaloides, que tienen propiedades mutagénicas
comprobadas, arborinina, graveolina, graveolinina y
cistisina, (www.botanical-online.com); ademas
presenta rutina que se hidroliza a quercetina (Gil et
al.; 2006). Esta se conoce como planta abortiva ya
gue actla sobre la musculatura uterina produciendo
fuertes estimulaciones que conllevan a hemorragias
del utero con posibilidad de abortos en mujeres
embarazadas (Hernandez et al., 2002). Dada la
toxicidad de sus componentes no se aconseja Su
utilizacion en preparados caseros. Su Uso se reserva a
personal calificado y bajo supervision médica.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos sugieren que algunos de
los extractos evaluados no son inocentes frente a una
evaluacion toxicogénetica. Por consiguiente es
necesario considerar el posible potencial téxico de
estas plantas medicinales y establecer una
metodologia para la proteccion de la poblacion. Se
necesita obtener respuesta en el &mbito de la salud
para regular el consumo masivo e indiscriminado de
las plantas medicinales.
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