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RESUMEN

Después de demostrar un potente efecto antibacteriano y antifungico en las hojas
de Melaleuca leucadendron L . y teniendo en cuenta otros efectos sefialados como
antihelmintico, parasiticida en enfermedades de la piel e incluso insecticida, nos
propusimos ampliar los estudios bioldgicos de esta planta en relacidon con posibles
efectos perjudiciales. Se evalud el extracto fluido obtenido de las hojas en un
sistema de ensayo a corto plazo 'in vitro™" utilizando Aspergillus nidulans cepa UH-
223 para conocer la potencialidad del extracto como reductor del crecimiento de las
colonias e inductor de dafio genético en este microorganismo. Los estudios se
realizaron por el método de incorporacion en placa y como resultado se obtuvo una
disminuciéon considerable del tamafio de las colonias del microorganismo a causa
del efecto téxico del extracto y a su vez aumento el indice de segregacion mitética
como expresion de genotoxicidad para el microorganismo de ensayo, se obtuvieron
valores incluso superiores al control positivo utilizado. Recomendamos continuar
profundizando los estudios empleando otros ensayos que amplien la evaluacion del
potencial genotdéxico del Cayeput como comunmente se conoce esta planta
frecuentemente usada por la poblacion.
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INTRODUCCION

Los denominados compuestos genotéxicos producen efectos que pueden
manifestarse en el propio individuo ocasionando transformaciones malignas o
manifestarse en su descendencia y originar enfermedades genéticas. Tales razones
justifican que las investigaciones de genotoxicidad sean tan necesarias y en este
sentido se amplian los conocimientos de Melaleuca leucadendron L . respecto a los
posibles efectos perjudiciales.

Esta planta pertenece a la Familia Myrtaceae y se conoce comunmente como
Cayeput o simplemente Melaleuca. Segun Roig las partes empleadas son las hojas,
ramas y el aceite esencial (1) y el uso como antiséptico para combatir
enfermedades respiratorias se orienta a la poblaciéon en la Guia Terapéutica de
Fitofarmacos y Apifarmacos y en las Normas de Especialidades Médicas para la
aplicacion de éstos (2,3). Aparecen estudios de toxicidad aguda dérmica realizado a
esta planta, donde una dosis de 2000mg/kg. no produjo toxicidad observable en los
animales de experimentacion. (4)

Como parte del estudio farmacoldgico y toxicoldgico de esta planta, en este trabajo
se determina el posible efecto genotéxico que pueda causar la misma a la
poblacion. Se emplea un sistema de ensayo a corto plazo “'in vitro™~ utilizando
Aspergillus nidulans como organismo para detectar dafio genético. Este ascomiceto
es utilizado en diferentes laboratorios del mundo para la deteccién de tal actividad;
ya que presenta numerosas ventajas experimentales sobre otros microorganismos
eucariontes. (5,6)

METODO

Compuestos utilizados: Se estudiaron dos extractos fluidos de hojas de Melaleuca
leucadendron L ., el A con un 21,6 % de so6lidos totales y el B con 6,2 % de sélidos
totales, ambos preparados en el Instituto de Farmacia y Alimentos de Ciudad de La
Habana, mediante un proceso de repercolacion utilizando como disolvente alcohol al
80 %. Las muestras son procedentes del herbario 0023 de Topes de Collantes y
después de procesadas se conservaron en frasco ambar y a temperatura ambiente.
Microorganismo de ensayo: Aspergillus nidulans cepa diploide UH-223 (D-30). Esta
cepa es un diploide heterocigoético para marcadores del color de los conidios, lo que
permite detectar visualmente la ocurrencia de segregantes mitoéticos, de coloracion
diferente a la cepa diploide parental y que son originados por crossing-over mitético
0 no disyuncién cromosémica. (7,8)

Medio de cultivo: Se utilizé6 medio completo segun Scott y Kafer .(8)
Concentraciones probadas y controles:

Extracto A: rangos entre 2,16 y 0,0108 mg de sélidos totales por mL de medio de
cultivo.

Extracto B: rangos entre 1,24 y 0,0062 mg de sélidos totales por mL de medio de
cultivo.

Control positivo: Hidrato de Cloral 0,6mM que posee un efecto altamente toxico.
)

Control negativo: Alcohol al 80 % en una concentracion igual a la maxima
concentracion del extracto en el medio de cultivo para controlar los valores de



induccién de sectores segregantes en las colonias diploides causadas por el
disolvente.

Metodologia utilizada para determinar la actividad téxica y genotéxica:

Las pruebas de toxicidad y genotoxicidad del extracto se realizaron por medio del
método de incorporacidon en placa que consiste en probar el compuesto en estudio
incluido en el medio de cultivo, y después de solidificado se procede a sembrar las
colonias del microorganismo de ensayo en punto y a profundidad. (7,8)
Para conocer de modo cuantitativo la toxicidad del compuesto se sembré a razén de
una colonia por placa y se incubd por tres dias a 37 ° C procediendo a medir el
diametro de las colonias. ( 9)

Para este tipo de estudio, el criterio de toxicidad para la cepa UH-223 de Aspergillus
nidulans se considera como el porcentaje de la reduccién significativa del diametro
de las colonias inoculadas en las placas con los tratamientos comparados con el
control del disolvente (10). Se considera que cuando hay una reduccion del
diametro de las colonias entre 1-15 %, la toxicidad es baja; 16-30 % la toxicidad
es media y mas de 30 % de reduccion la toxicidad es alta. ( 5)

Para determinar genotoxicidad se sembré a razén de cinco colonias por placa,
incubadas a 37 ° C por siete dias, procediendo entonces a registrar los sectores de
color indicadores de ocurrencia de eventos genéticos diversos (11). Para el célculo
del Indice de Segregacion Mitética Inducida (ISMI) se siguieron los criterios de
Kappas y representa el nimero de sectores de color originados por dichos eventos
genéticos en cada colonia tratada, dividido entre el nUmero de sectores de color
originado en el mismo numero de colonias del control (disolvente). Se considera
que un incremento de mas de dos veces en el valor del indice es indicativo de
actividad genotoxica. ( 5,6)

Andlisis estadistico: Para el experimento de genotoxicidad los datos primarios se
procesaron introduciendo la transformacion de x + 0,5, donde x es el niumero de
sectores coloreados observados en la colonia. A continuacién con los valores de las
variables ya corregidos se realizé un analisis de varianza simple de la frecuencia de
los sectores por colonias obtenidas para las diferentes concentraciones ensayadas
del extracto vegetal y los controles empleados. La significacion de las diferencias
encontradas respecto al control negativo se evalu6 a través del Test de Dunnet de
dos colas mediante un programa estadistico confeccionado al respecto. (12)

RESULTADOS

Como criterio de toxicidad para Aspergillus nidulans se tuvo en cuenta el valor del
tamarfio de las colonias. En las Tablas de toxicidad 1 y 2 se aprecia que a medida
que aumenta la concentracion de los extractos en el medio de cultivo, disminuye el
didmetro de las colonias como consecuencia del efecto de los mismos sobre el
microorganismo de ensayo. En el extracto A (Tabla No.1) los valores del Indice de
Toxicidad (IT) para las concentraciones 2,16mg/mL y 1,08mg/mL, son indicadores
de una toxicidad alta y concentraciones iguales o menores que 0,108mg/mL (Tabla
No.2) no producen efecto toxico para Aspergillus nidulans. Con respecto al extracto
B muestran alta toxicidad concentraciones iguales o mayores que 0,62mg/mL y no
se detectaron efectos toxicos para Aspergillus nidulans en concentraciones menores
o iguales a 0,062mg/mL. Se destaca que el efecto de ambos extractos en las dos
concentraciones mayores probadas es similar al del control positivo empleado, lo
que demuestra el dafio causado al microorganismo de ensayo con respecto al
diametro normal de la colonia en presencia de los extractos evaluados y por tanto
del efecto perjudicial en los mismos para la célula en cuestion.



Los datos de los ensayos de genotoxicidad se muestran en las Tablas No.3 y No.4
referidos al conteo de sectores segregantes de color originados en las colonias
verdes creciendo en presencia de las diferentes concentraciones del extracto. Se
observa que con el aumento de las concentraciones de ambos extractos se
incrementa el nimero de sectores de color por colonia lo que demuestra ocurrencia
de segregacion mitdtica como expresion de genotoxicidad. En concentraciones
iguales o mayores que 1,08mg/mL del extracto A (Tabla No.3) se alcanzan valores
del ISMI mas de dos veces mayor que el valor del indice, muestra de actividad
genotoxica segun criterio de Kappas que se corrobora ademas segun los resultados
de los andlisis estadisticos que expresan diferencias significativas entre las dos
concentraciones mayores y el control negativo. El efecto genotéxico del extracto B
para Aspergillus nidulans (Tabla No.4) es proporcional al aumento de la
concentracion, resultando dafino para el material genético de este microorganismo
en concentraciones iguales o mayores de 0,62mg/mL donde, ademas, se sefiala
significacion estadistica con respecto al control negativo. Concentraciones menores
o iguales que 0,31mg/mL no muestran efectos que afecten la morfologia de la cepa
en cuestion. Es importante destacar el alto ISMI por las dos concentraciones
mayores de los extractos estudiados capaz de superar los valores del Hidrato de
Cloral utilizado como control positivo, lo que demuestra el potente efecto
genotoxico encontrado en esta planta para el microorganismo de ensayo.

Tabla No. 1
Toxicidad del extracto fluido A de hojas de Melaleuca leucadendron L en
Aspergillus nidulans cepa UH-223 .

Concentraciéon No. de Diametro Ind. de Tox.
(mm) Toxicidad
mg de sol.tot/mL colonias (b) %
de MC (a)

Control + 35 16,2 55,49 Alta
2,16 mg/mL de MC 35 17,9 50,82 Alta
1,08 mg/mL de MC 35 18,3 49,72 Alta
0,108 mg/mL de 35 38,1 - No Tox.
MC

0,0108 mg/mL de 35 42 .2 - No Tox.
MC

Control - 35 36,4 - No Tox.
Control espontaneo 15 43,5 - No Tox.

Tabla No. 2

Toxicidad del extracto fluido B de hojas de Melaleuca leucadendron L . en

Aspergillus nidulans cepa UH-223.

Concentracion No. de Diametro Ind. de Tox.
(mm) .
Toxicidad
mg de sol.tot/mL de colonias (b) %
MC @ >
Control + 30 11,1 69,9 Alta
1,24 mg/mL de MC 30 13,6 63,2 Alta
0,93 mg/mL de MC 30 14,5 60,8 Alta
0,62 mg/mL de MC 30 21,5 41,9 Alta
0,31 mg/mL de MC 30 27,0 27,0 Media
0,062 mg/mL de MC 30 39,2 - No Tox.
0,031 mg/mL de MC 30 38,3 - No Tox.




0,0062 mg/mL de MC 30 39,8 - No Tox.

Control — 30 37,0 - No Tox.

Control espontaneo 17 44 .62 - No Tox.

Leyenda para las Tablas 1 y 2:

Control + Hidrato de Cloral

Control - Alcohol al 80 %

() Promedio del diametro de las colonias a 37 ° C durante 72 horas
(b) IT (reducciéon del diametro de las colonias con respecto al Control -

Extracto A: 21,6 % de solidos totales. Extracto B: 6,2 % de sélidos totales.

Tabla No. 3
Genotoxicidad del extracto fluido A de hojas de Melaleuca leucadendron L
.Indice de segregaciéon mitdtica en Aspergillus nidulans . cepa UH-223.

Concentracion Colonias Sectores FSC ISMI
mg de sol.tot/ml de MC| analizadas | segregantes (a) (b) (c)
Control + (H.Cloral 0,6 35 70 2 12,50
mM)
2,16 mg/mL de MC 40 101 2,52 15,75 *
1,08 mg/mL de MC 40 35 0,87 5,43 *
0,108 mg/mL de MC 30 6 0,2 1,25
0,0108 mg/mL de MC 35 6 0,17 1,06
Control — (alcohol al 50 8 0,16 1,00
8020)
Tabla No.4

Genotoxicidad del extracto fluido B de hojas de Melaleuca leucadendron L
.Indice de segregacién mitdtica en Aspergillus nidulans cepa UH-223.

Concentracion Colonias Sectores FSC ISMI
mg de sol.tot/ml de MC |analizadas segre(g)antes (b) (©)
Control + 108 221 2,09 6,83
1,24 mg/mL de MC 62 106 1,57 9,03 *
0,93 mg/mL de MC 13 17 1,30 6,50 *
0,62 mg/mL de MC 185 225 1,33 2,97 *
0,31 mg/mL de MC 148 67 0,45 1,05
0,062 mg/mL de MC 160 48 0,30 1,39
0,031 mg/mL de MC 30 17 0,56 0,93
0,0062 mg/mL de MC 77 28 0,35 0,86
Control— (alcohol al 80%6 153 95 0,78 1,00

Control espontaneo 72 25 0,35 -




Leyenda para las Tablas 3 y 4:

() NUmero de sectores segregantes en las colonias (37 °© C durante 6 dias)

(b) FSC - Frecuencia de sectores por colonia

(© indice de segregacion mitética inducida (proporcién del incremento de la
FSC con respecto a la del Control )

* Diferencias significativas con respecto al Control - p=>0,05

Extracto A: 21,6 % de sdlidos totales. Extracto B: 6,2 % de sélidos totales
DISCUSION

En la bibliografia revisada no se informan estudios genotdxicos realizados en
Melaleuca leucadendron L . y entre las reacciones indeseables se citan vomitos,
provocados por la ingestion de capsulas elaboradas a partir del Cayeput. Estas son
reacciones que la propia poblacion puede observarlas con el uso frecuente de esta
planta, pero efectos perjudiciales de aparicion mas tardia como los que pueden
derivarse de los resultados aqui obtenidos podrian pasar inadvertidos para quienes
la usen. En este sentido promover el uso de la Medicina Tradicional y Natural (MTN)
implica también la evaluacion de sus procederes mediante métodos adecuados que
garanticen los principios de seguridad, efectividad y calidad (13). Los efectos
referidos de esta planta como parasiticida, antihelmintico, antimicético e insecticida
(1) apuntan a los efectos genotéxicos encontrados en este estudio.
En consideracion a los dafios demostrados en Melaleuca leucadendron L . para
Aspergillus nidulans y el frecuente uso de esta planta por sus mdultiples propésitos
medicinales, recomendamos continuar profundizando los estudios, pues el riesgo
perjudicial al material hereditario demostrado en este trabajo puede traer a la
célula expuesta 0 a su descendencia consecuencias que no compensarian a juicio
nuestro los beneficios sefialados, salvo se prueben compuestos que reparen el dafio
ocasionado. Por la variedad de dafios que pueden inducir los compuestos
genotoxicos y conociéndose que con un so6lo sistema de ensayo no es posible
evaluar el discutido potencial, (14) se sugieren realizar otros estudios utilizando un
conjunto de sistemas de ensayos que permitan un conocimiento mas aproximado
de su potencial genotdxico. So6lo después de la evaluacion riesgo-beneficio pudieran
explotarse de forma razonable las propiedades farmacolégicas de esta planta .

SUMMARY

After demonstrating a potent antifungal and antibacterial effect in Melaleuca
leucadendron L. leaves, and having into account other described effects as
antihelminthic, parasiticide in skin diseases and even insecticide, we wanted to
widen the biologic studies of this plant to find its possible prejudicial effects. We
evaluated the fluid extract of these leaves in a short-time “in vitro” assay, using
Aspergillus nidulans strain UH-223 to know the extract potential as grow reductor
of the colonies and inductor of genetic damages in this microorganism. The studies
were carried out using the method of adding in plates; as a result we obtained a
considerable reduction of the microorganism colonies dimension, caused by the
toxic effect of the extract, and also a raise of the mitotic segregation index, as a
expression of genotoxicity for the assayed microorganism; we obtained even higher
values than in the positive control used. We recommend continuing this study,
using other assays that may improve the evaluation of the genotoxic potential of
Capeyut, as it is commonly known this plant, frequently used by people.
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