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RESUMEN:

Se presentan los resultados obtenidos, al evaluar la actividad genotéxica "in vitro" de una tintura al 50%
de Citrus sinensis (L.) Osbeck empleando como sistema de ensayo el hongo Aspergillus nidulans. Los
resultados permiten concluir que la tintura fue téxica al interferir en el crecimiento lineal del hongo y
ademas genotoxica en el ensayo de segregacion mitética al producir un elevado niamero de sectores
segregantes.

PALABRAS CLAVES: ASPERGILLUS NIDULANS, CITRUS SINENSIS, GENOTOXICIDAD.
1.Especialista de Primer Grado en Farmacologia. Profesor Instructor. Master en Medicina Tradicional
y Natural.

2.Investigadores del Centro de Investigaciones y Desarrollo de Medicamentos.

3.Doctor en Ciencias. Especialista en Fisiologia.

INTRODUCCION:

Las plantas medicinales constituyeron uno de los primeros recursos terapéuticos empleados por el
hombre, disminuyendo después su utilizacion como consecuencia del desarrollo de la Industria
Farmacéutica. Sin embargo, desde la década del 80, se aprecia un renacimiento internacional del
interés por el uso de las plantas medicinales, lo cual ha provocado un cambio en los sistemas de salud,
tanto en paises desarrollados como en paises en desarrollo, que ha llevado a formular programas de
medicina tradicional herbolaria (1-2).

En Cuba, en el afio 1986, el Ministerio de Salud Publica estimula la creacion de un programa con estos
fines y con varios objetivos: la busqueda de nuevos agentes terapéuticos en la atencion primaria de
salud, determinar la potencialidad de la flora como fuente de materia prima y brindar respaldo cientifico
a las plantas medicinales que por tradicion utiliza nuestra poblacion; por lo que desde entonces se ha
venido trabajando en la evaluacién farmacoldgica y toxicolégica de algunas especies y familias.
Dentro de este programa, nuestro centro (Facultad de Ciencias Médicas de Ciego de Avila) ha jugado
un importante papel en la evaluacion de los citricos, por lo que con este estudio tratamos de dar
respuesta a una de las tareas planteadas con el objetivo de evaluar la accion toxica y genotoxica de la
tintura al 50% de Citrus sinensis (L.) Osbeck en un sistema a corto plazo " in vitro" utilizando el hongo
Aspergillus nidulans.

METODO:

Material Vegetal:

El Citrico correspondio a la especie Citrus sinensis (L.) Osbeck, colectada en la Empresa de Citricos
de Ciego de Avila en el estadio del fruto verde hecho, el cual se alcanza en los meses de septiembre
a octubre (afio 1994).

El fruto fue pelado manualmente y la corteza se coloc6 en estufa de recirculacion de aire, durante cuatro
dias (30-35 grados celcius), pasando por una moledora el material seco y posteriormente por un tamiz
de 0.250 mm.

A la droga cruda se le determinaron parametros de calidad segun las Normas Ramales para
Medicamentos de Origen Vegetal (3).

Con posterioridad se paso a la preparacion de la tintura al 50% en los Laboratorios de Investigacion de
la Facultad de Ciencias Médicas de Ciego de Avila. Esta fue preparada por el método de la percolacion,



utiizando como menstruo alcohol al 30% volumen/volumen. A la formulacion también se le
determinaron parametros de calidad segun las Normas Ramales para Medicamentos de Origen Vegetal
(4).

Actividad toxica y genotoxica mediante el sistema de ensayo en Aspergillus nidulans:

-Cepa:Se utilizé la cepa diploide (D-30) de Aspergillus nidulans, sintetizada segun la técnica de Roper
(1952) por De la Torre (5) empleando para ello cepas haploides (FGSC CEA593 y A594) provenientes
del Fungal Genetics Stock Center en Atlantas, Estados Unidos.

Esta cepa es diploide, heterocigética para cuatro marcadores recesivos del color de los conidios:
amarillo, verde chartrd, blanco y carmelita lo que permite determinar visualmente la aparicion de
segregantes mitéticos, de coloracion diferente a la cepa diploide parental que crece de color verde
amarillento, originados por crossing-over mitético o no disyunci¢"n cromosémica (6).

-Medio de cultivo y solucione: Se utiliz6 Medio Completo y Medio Minimo para Aspergillus nidulans
segun Scott y Kaffer (7).

-Procedimiento experimental:

a)- Busqueda del rango de concentraciones para el ensayo: Se utilizaron doce concentraciones de la
tintura, teniendo en cuenta el maximo volumen de alcohol permisible y manteniendo constante el
volumen de éste en cada dosis. Como dosis tope se seleccion6 aquella apartir de la cual ya no es
posible observar con precision los sectores segregantes, debido a la toxicidad del producto.

Como control negativo se utiliz6 etanol al 30% y como control positivo hidrato de cloral a una
concentracion 6 mm. b)-Ensayo de segregacion mitética en Aspergillus nidulans.

La prueba de toxicidad y genotoxicidad de la tintura al 50% de la corteza del fruto del Citrus sinensis
(L.) Osbeck se realizd6 por medio del ensayo de incorporacion en placa (8).

Se tomo la cantidad de tintura calculada para cada tratamiento y se incorpord al medio de cultivo. En
todos los casos la temperatura del medio se mantuvo entre 45 y 48 grados celcius para evitar la
solidificacién del mismo y después de incorporada cada concentracién al medio se homogenizé bien y
se virtio en placas Petri. También se incluyeron controles positivos y negativos.

Partiendo de ello y de la cepa Aspergillus nidulans D-30 mantenida creciendo en medio minimo por 3-
4 dias antes de realizarse el experimento, procedimos a efectuar el ensayo de toxicidad y
genotoxicidad.

Para conocer de modo cuantitativo la toxicidad de la tintura en estudio, se sembraron conidios en punto
en el centro de la placa a razén de una colonia por placa y se incubé luego por 72 horas a 37 grados
celcius (9). Se procedié entonces a medir el diametro de las colonias, tomando como valor final el
promedio de dos mediciones por diferentes lugares de la colonia Para este tipo de estudio, se consideré
como criterio de toxicidad, la reduccidn del diametro de las colonias inoculadas en las placas con los
tratamientos, comparados con el control negativo (10).

Se plantea que cuando hay una reduccién del diametro de las colonias entre el 1-15% la toxicidad es
baja, del 16-30% la toxicidad es media y mas del 30% la toxicidad es alta (11).

Para la determinacion de la actividad genotéxica, las 14 placas por concentracién se incubaron por
siete dias y se procedié a la lectura para registrar los sectores de color, indicadores de ocurrencia de
eventos genoticos diversos, se determind la frecuencia de sectores por colonia (FSC) (12) y el indice
de segregacion mitética (ISMT), el cual representa el incremento de la FSC de los tratamientos con
respecto al control (11).

Analisis estadistico:

Los resultados se procesaron por medio de ANOVA de una via, previa realizacion de prueba de
normalidad de cada grupo de concentracién. Cuando la diferencia entre los tratamientos fue
significativa, se realiz6 una prueba de comparacion de medias por medio del test de Dunnett (13).

RESULTADOS:
Actividad téxica:



Los resultados obtenidos en el rango de toxicida se ofrecen en la TABLA 1, destacandose como desde
dosis inferior empleada (0.05 mg/ml) el compuesto mostré toxicidad ligera frente a la cepa D-30 de
Aspergillus nidulans y que ésta se comportd en ascenso a medida que se incrementd la dosis, por lo
gue para el estudio de la genotoxicidad se escogié un rango de dosis similar (desde 0.58 mg/ml hasta
2.92 mg/ml).En la TABLA 2, se expresa la toxicidad de la tintura a las dosis seleccionadas y se aprecia
nuevamente que la velocidad de crecimiento lineal fue disminuyendo a medida que se incrementd la
dosis, lo que se traduce en la disminucion del didmetro de las colonias, siendo los valores del indice de
toxicidad indicadores de una toxicidad baja para las dosis de 0.58 y 1.16 mg/ml y de toxicidad media
para las dosis de 1.75, 2.33 y 2.92 mg/ml de la tintura.

Induccidn de segregacién mitotica:

En los resultados recogidos en la TABLA 3 se aprecia un incremento progresivo del nimero de sectores
segregantes de color por colonia, que va desde 1.69 en el grupo control hasta 22 en la dosis mayor
(2.92 mg/ml).

Se efectudé el ANOVA simple, entre las concentraciones empleadas, el que arrojo diferencias altamente
significativas entre los tratamientos (p<0.001). El test de Dunnett mostré diferencias estadisticamente
significativas entre todas las dosis con respecto al control (p<0.01).

DISCUSION:

Las preparaciones obtenidas a partir de vegetales, empleadas con fines farmacéuticos, constituyen
mezclas muy complejas de diversas sustancias, en mucha de las cuales se han encontrado y estudiado
inhibidores de la mutagénesis y/o carcinogénesis, y en otras, sustancias que inducen estos procesos.
Incluso es posible encontrar ambos tipos de efectos en una misma preparacion.

En la literatura de que disponemos, no se reportan estudios " in vitro" donde se hayan trabajado
especies de citricos para detectar actividad mutagénica. Solo hemos encontrado un estudio realizado
en Japon con el jugo del Citrus sinensis (L.) Osbeck para valorar actividad antimutagénica, utilizando
la cepa TA 98 de Salmonella typhimurium y el resultado fue negativo a una dosis de 0.5 ml/placa (14).
En nuetro estudio fue evidente la respueta mutagénica positiva en el hongo Aspergillus nidulans (cepa
D-30) al exponerse frente a las distintas concentraciones de la tintura, la que resulté toxica y genotoxica.
Esto se pudo corroborar estadisticamente a través de la curva dosis respuesta que obtuvimos.

En cuanto al efecto téxico, se ha reportado la actividad antifangica del aceite esencial del Citrus sinensis
(L.) Osbeck (14). Este a pesar de no haber sido cuantificado en nuestra formulacién, si se conoce su
presencia, aunque debe ser a bajas concentraciones debido a la polaridad del solvente utilizado
(alcohol al 30%) (15).

También fue evidente la actividad genotdxica, pero no pudimos determinar el tipo de evento genético
gue se puso de manifiesto porque no se realizé aislamiento y determinacién del genotipo en los sectores
segregantes.

CONCLUSIONES:

En las condiciones de ensayo descritas podemos concluir que:

1-La tintura al 50% de Citrus sinensis (L.) Osbeck mostré actividad toxica significativa en el test de
incorporacion en placa para Aspergillus nidulans (D-30) destacandose la reduccion del didmetro de las
colonias con el incremento de las concentraciones.2-Se comprobé la actividad genotéxica como
inductor de segregacion mitética en las concentraciones estudiadas en la cepa D-30 de Aspergillus
nidulans.
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ANEXOS
Tabla 1. Resultados de laevaluaci¢n del rango de toxicidad de latintura al 50% de Citrus sinensis

(L.) Osbeck en la cepa de Aspergillus nidulans D-30.
Concentracion | No.Colonias | Diametro de las Indice de
(mg/ml) analizadas colonias(mm) toxicidad(%)

Etanol al 4 41 0.0

30%(1)

0.25 4 38 7.3
0.25 4 35 14.6
0.58 4 32 21.0
0.87 4 30 26.8
1.16 4 28 31.7
1.46 4 28 31.7
1.75 4 27 24.1
2.04 4 26 26.5
2.33 4 25 39.0




2.61 4 25 39.0
2.92 4 25 39.0
3.20 4 23 43.9

(1) Control negativo.

Tabla 2. Toxicidad de latintura al 50% de Citrus sinensis (L.) Osbeck sobre lacepa de Aspergillus
nidulans D30.

Concentracién No.Colonias Diametro de las Indice de toxicidad (%)
(mg/ml) analizadas colonias(mm)

Etanol al 30%(1) 8 40 0.0

0.58 8 36 10.0

0.16 8 34 15.0

0.75 8 32 20.0

2.33 8 32 20.0

2.92 30 25.0

Hidrato de cloral 8 13 69.0

6mM(2)

(1) Control negativo (2) Control positivo

Tabla 3. Genotoxicidad de la tintura al 50% de Citrus sinensis (L.) Osbeck sobre la cepa de
Aspergillus nidulans D-30. Inducci¢n de segregacitn somatica.

Concentracién | Namero Sectores FSC ISMI (2)
(mg/ml) de Segregantes | (1)

colonias

analizadas
Etanol al 30 % | 23 39 1.69 1.00
3)
0.58 25 97 3.88* | 2.29
1.16 27 237 8.77* | 518
1.75 22 260 11.81** | 6.98
2.33 24 381 15.87** | 9.39
2.92 27 594 22.00** | 13.00
Hidrato de
cloral 6mM (4)

(1) Frecuencias de sectores por colonias (2) indice de segregacion mitética inducida (3)Control
negativo (4) ** p>0.01



