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RESUMEN. El objetivo de este trabajo fue evaluar el potencial mutagénico y antioxidante de un extracto
hidroalcohdlico al 70% de la corteza de T. indica L. a través de los ensayos de: Salmonella/Microsoma
(Test de Ames) para reversion bacteriana, induccion de microntcleos en médula ésea de ratén, reduccion
de DPPH, peroxidacion lipidica y secuestro de radicales OH. El extracto evaluado no resulté mutagénico
con las cepas de Salmonella typhimurium TA-1535, TA-1537, TA-98 y TA-100 cuando se ensayaron con-
centraciones en un rango de 312 a 5000 ug/placas en un protocolo de incorporacion en agar. Sin embargo
en el ensayo in vivo de induccién de micronicleos en médula 6sea de raton se emplearon dosis hasta 2000
mg/kg de peso corporal mostrando resultados positivos, ya que produjo un aumento significativo en la fre-
cuencia de microntcleos en los eritrocitos policromaticos de la médula ésea en todas las dosis evaluadas.
En los ensayos de actividad antioxidante mostré valores de ICs5y < 30 ug/ml y ICsy < 32 pg/ml en la reduc-
ciéon de DPPH y en la inhibiciéon de la peroxidacion lipidica respectivamente lo que indica que tiene poten-
cialidad como secuestrador de radicales libres.

SUMMARY. “Tamarindus indica L. (“tamarindo”): Evaluation of the Mutagenic and Antioxidant Potential”. The
objective of this work was to evaluate the mutagenic and antioxidant potential from a hydroalcohol extract to
70% of bark the T. indica L. by the Salmonella/microsome (Ames Test) assays for bacterial revertion, mouse
bone marrow micronucleus test, DPPH reduction assay, lipid peroxidation and scavening of OH radical. The ex-
tract evaluated was not mutagenic with the strains of Salmonella typhimurium TA-1535, TA-1537, TA-98 and
TA-100 when concentrations were assessed in a range from 312 to 5000 pg/plate in a protocol of incorporation
in agar; however in the assays of mouse bone marrow micronucleus were used doses until 2 000 mg/kg of w.b.,
showing positive results, where a significant increase in the frequency of micronucleated polychromatic erythro-
cytes in all the evaluated doses was produced . In the assays of antioxidant activity the extract showed values of
IC5¢<30 pg/ml in DPPH reduction and ICsy < 32 pg/ml in inhibition of lipid peroxidation, indicating good poten-
tial as free radical scavenger.

INTRODUCCION

La revalorizacion de las plantas medicinales
como opcion terapéutica ha demostrado ser un
importante instrumento en la atencion de salud,
tanto como recurso local validado en la aten-
cion primaria, como en forma de fitomedica-
mento industrializado. Desde hace varios anos,
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha
recomendado incluir en los programas de salud
los componentes tradicionales y aprovechar los
recursos locales como medicamentos a base de
plantas 1. Sin embargo, para contar con una al-

ternativa terapéutica de fuente y origen vegetal
que redna los requisitos mencionados, de segu-
ridad, eficacia y calidad, es indispensable de-
mostrar, sobre bases cientificas la inocuidad de
una planta medicinal y cumplir con todo lo es-
tablecido en los lineamientos internacionales
para la evaluacion y el control de los medica-
mentos herbarios 2.

Entre los estudios de Toxicologia Preclinica
que es necesario emprender al respecto, las
pruebas de mutagenicidad a corto plazo son en-
sayos disefiados para discernir si un agente qui-
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mico es capaz de causar alteraciones en la cons-
titucion genética de los organismos, vale decir
mutaciones a nivel de gen o cromosoma, cuyos
efecto sobre la salud humana abarcan alteracio-
nes potenciales tan importantes como cincer,
infertilidad, teratogénesis, etc. A partir de un es-
tudio inicial de la actividad antimitética realiza-
da a varias especies de la flora cubana de uso
frecuente por nuestra poblacion 3, se evidencio
que el extracto con un menstruo etandlico al
70% de tamarindo tuvo resultados alentadores
cuando se midié inhibicién del ensamblaje/de-
sensamblaje de la tubulina 4.

El tamarindo (Tamarindus indica L.) es una
planta medicinal de reconocido uso tradicional
en el tratamiento de diferentes afecciones, de la
cual su fruto es oficial en la Farmacopea Britdni-
ca 5 con conocidas propiedades terapéuticas,
como hepatoprotectora y antimicrobiana °. En
Cuba es utilizada como refrescante y contra las
enfermedades hepaticas 7.

La flora medicinal cubana ha sido poco in-
vestigada como fuente de compuestos capaces
de inhibir la formacién de microtibulos del hu-
so mitético por tanto se realizé un screening de
85 extractos de plantas usadas cominmente por
la poblaciéon cubana donde una de las planta
con mejores resultados fue el T. indica L. 3; de
ahi la necesidad de profundizar en el estudio de
la corteza de T. indica L. desde el punto de vis-
ta genotoxico que contribuird a los estudios ne-
cesarios para su utilizacién como materia prima
en la industria fitofarmacéutica

En este trabajo nos propusimos evaluar el
potencial mutagénico y antioxidante de un ex-
tracto hidroalcohdlico al 70% de tamarindo a
través de los ensayos de: Salmonella/Microsoma
(Test de Ames) para reversion bacteriana, In-
duccion de microntcleos en médula 6sea de ra-
ton, Reduccion de DPPH, Peroxidacion lipidica
y Secuestro de radicales OH.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Para este estudio se utiliz6 la corteza del ta-
llo de tamarindo, material colectado en la Esta-
cion Experimental de Plantas Medicinales “Dr.
Juan Tomas Roig” sito en Giiira de Melena, Pro-
vincia de La Habana en los meses de marzo a
mayo del 2005. Un ejemplar de la misma se
conserva en el herbario de la institucion con nu-
mero ROIG 4670.

Preparacion del extracto
El material vegetal seco y molinado fue so-
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metido a la extraccién por percolaciéon con alco-
hol al 70% descrito por Martin & Cook y Soler et
al. 89,

Ensayo de Salmonella/Microsoma (Test de
Ames)

Se empled una bateria de 4 cepas de Salmo-
nella typhimurium, TA-1535, TA-1537, TA-98 y
TA-100, donadas por el Dr. Bruce N Ames (Ins-
tituto de Investigacion del Hospital pediatrico
de Oakland, USA), empleando el método de in-
corporacion en placa con un protocolo de tra-
bajo estandarizado 1011, Se ensayaron concentra-
ciones de 312, 625, 1250, 2500, y 5000 pg/placa
de solidos totales, sembriandose tres placas por
concentracion. Se utilizaron diferentes controles
positivos en dependencia de la cepa y la pre-
sencia o no de la activaciéon metabdlica exoge-
na. La misma contenia 10% de fraccion S9 en
solucion de co-factores, obtenida a partir de hi-
gado de ratas tratadas con fenobarbital y 5,6
naftoflavona 1113, Las placas se incubaron a 37
°C y se contaron las colonias revertantes a las
48 h. Para el analisis estadistico se aplico el pro-
grama SALANAL (Salmonella Assay Analisys. Ver-
sion 1. US Enviromental Protection Agency) 4.

Ensayo de induccion de microniicleos

Se emplearon ratones albinos de la linea no
isogénica Suizo, procedentes del Laboratorio de
Control Biolégico del CIDEM, con un peso pro-
medio de 21,8 + 1,6 g y con 5 semanas de naci-
dos. Previo al experimento, los animales se so-
metieron a un periodo de adaptacién de una se-
mana en condiciones de temperatura y hume-
dad convencionales. La alimentacién consistio
en ratonina peletizada y agua sin restriccion. Se
establecieron 5 grupos experimentales: control
negativo (etanol al 60%), un control positivo
(Mitomicina C, 2 mg/kg de pc en dosis Unica,
24 h antes del sacrificio) y 3 dosis (500, 1 000 y
2 000 mg/kg de po), cada grupo estuvo repre-
sentado por 10 animales 5 de cada sexo 15. La
via de administracion fue oral a razén de 10
ml/kg de pc en dosis separadas por 24 h. El sa-
crificio de los animales, el muestreo, procesa-
miento y evaluacion de las extensiones de mé-
dula 6sea se realizo de acuerdo a la metodolo-
gia establecida 1o.

El anilisis estadistico se llevé a cabo aplican-
do la transformacion V(X + 1) al por ciento de
eritrocitos policromaticos micronucleados (%
MPCE) y posteriormente se aplic6 un Anova
simple para los ratones machos y hembras em-
pleando el paquete estadistico MICROSTA 17.



Reduccion de DPPH

La reduccion del radical 1,1-diphenil-2-picryl-
hidracil (DPPH) por el extracto fue desarrollado
en una placa de 96 pozos. Se midié la absor-
bancia a 515 nm a las diferentes concentracio-
nes del extracto segin Navarro et al. 18. I1Cs, fue
derivado de las curvas obtenidas

Ensayo de Peroxidacion lipidica
La inhibicion de la peroxidacion lipidica fue
llevada a cabo segiin Ramos et al. 9.

Secuestro de radicales *OH

La inhibicién del dano del radical hidroxilo
fue ensayado segin Jodynis-Liebert et al. 20. Se
utiliz6 una Densidad Optica de 535 nm vy la
concentracion de la sustancia de prueba fue de
100 pg/ml. Manitol (50 mM) fue usado como re-
ferencia para el secuestro de radicales "OH.

RESULTADOS

Ensayo de Salmonella/Microsoma (Ames)

Los resultados en la frecuencia de reversion
bacteriana en el test mutagénico de Salmone-
lla/microsoma se presentan en la Tabla 1. Como
se puede observar no hubo un incremento sig-
nificativo en los revertantes en el rango de con-
centracion de 312 a 5000 pg/placas.
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Ensayo de induccion de microniicleos en
médula 6sea de raton

Los resultados del ensayo aparecen en la Ta-
bla 2. En ambos sexos se encontré un aumento
significativo (p < 0,05) en la frecuencia de eri-
trocitos policromaticos micronucleados (PCE-
MN) de las dosis en estudio.

Ensayos de reduccion de DPPH,
Peroxidacion lipidica y Secuestro de
radicales *OH

El extracto mostré un valor de ICs, menor de
30 pg/ml (16 pg/ml) en la reduccion del DPPH.
En la Tabla 3 se observan los valores de inhibi-
cion de la peroxidacion lipidica in vitro y del
secuestro de radicales libres OH indicando que
tiene potencialidades como antioxidante.

DISCUSION

Tal como puede observarse a partir de los
resultados, en el sistema de ensayo Salmone-
lla/Microsoma que mide inducciéon de mutacio-
nes génicas detectadas como reversion del feno-
tipo histidina- dependiente en cepas de Salmo-
nella typhimurium el extracto de T. indica L. no
indujo efecto mutagénico, al no incrementarse
el nimero de revertantes por placas para las ce-

TA-98 TA-100
Concentracion
(pg/placas) $9+89 -S89 +59
Media + SD Media + SD Media + SD Media + SD
04 27,7 £ 83 19,0 £ 9,2 133,0 £ 17,1 153,0 £ 38,2
312 16,0+ 7,9 14,7 + 3,1 143,7 + 41,2 159,7 £ 11,5
625 127 £ 6,7 19,7 £ 2,1 145,0 + 24,0 155,77 £ 21
1250 17,5+ 0,7 17,7 £ 2,5 121,0 £ 4,4 121,0 £ 17,3
2500 16,7 + 3,8 11,3+ 25 152,0 £ 16,7 136,3 + 22,8
5000 10,7+ 1,5 11,3+1,5 86,7 £ 6,8 117,0 £ 9,5
Control Positivo P 1057,3 +140,5** 2166,7+ 208,2** 1070,7 + 55,6 371,3 + 93,5
TA-1535 TA-1537
Concentracion
(ng/placas) -$9+89 +S9
Media + SD Media + SD Media + SD Media + SD
04 13,0 £ 3,0 20,67 = 12,50 28,0 £ 4,6 297+ 15
312 13,7 £ 3,1 6,67 = 3,21 24,0 + 9.2 17,7 £ 14,3
625 9,0 £36 10,33 £ 2,08 233 + 8,1 18,0 £ 13,9
1250 11,7+ 1,5 17,00 £ 3,00 19,7 £ 6,0 25,7 £ 8,1
2500 17,776 22,33 + 3,21 19,7+ 1,5 20,3+ 0,6
5000 18,7 £ 2,1 24,00 + 2,00 21,7+ 15

Control Positivo P 997,0 = 167,9**

470,7 + 56,4*

26,0 £5,6
- 2233 + 30,5*

Tabla 1. Resultado del Ensayo Salmonella/Microsoma para el extracto con un menstruo etanolico al 70% de 7a-
marindus indica L. ** p<0.01. # control negativo, dimetil sulfoxido (DMSO). b TA-1535 TA-100 (-S9) NaNO; ( 50
pg/mb), TA-1535 (+S9) ciclosfosfamida (5000 pg/mb, TA-98 (-S9) dcido picrolénico (1000 pg/mb), TA-98 TA-1537
(+S9) 2 amino fluoreno (100 pg/mlb), TA-100 (+S9) benzo(a)pireno (100 pg/mb), TA-1537(-S9) 9 amino acridina

(1000 pg/mb).
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Dosis Sexo indice de Toxicidad indice de Genotoxicidad
(mg/kg) (PCE/NCE) (X + DE) (%PCE-MN) (X + DE)

500 M 0,47 + 0,04 0,35 + 0,25*
H 048 + 0,12* 0,52 + 0,16*
1000 M 0,40 + 0,13 0,48 + 0,21*
H 0,56 + 0,09* 0,23 + 0,14*
2000 M 0,53 + 0,54 0,61 +0,11*
H 0,51 + 0,04* 0,60 + 0,31*
Mitomicina C M 0,40 + 0,03 1,84 + 0,99*
2 mg/kg H 0,36 + 0,03 0,86 + 0,14
Etanol M 0,49 + 0.0 027+ 017
H 036 + 0,1 0,15 + 0,21

Tabla 2. Porcentaje de Micronticleos e Indice de Toxicidad de los grupos controles y tratados. MN: microntcle-
os PCE: Eritrocitos policromaticos NCE: Eritrocitos normocromaticos X: Media DE: Desviacién Estandar. M: ma-

chos. H: hembras. * p< 0.05. ** p<0.01 (Test de Dunnett).

% Inhibicion

secuestro de
radicales OH

peroxidacion

Especie lipidica

Tamarindus indica L. 6,23 100 (18,70) #

Tabla 3. Resultados de Actividad antioxidante in vitro
en cuanto a la inhibicién del secuestro de radicales li-
bres y peroxidacion lipidica de un extracto con un
menstruo etandlico de la corteza de Tamarindus in-
dica L. * Ensayado 100pg/ml del extracto, el valor en
paréntesis indica IC5y en pg/ml.

pas y dosis empleadas; con y sin activaciéon me-
tabolica. Reportes anteriores corroboran la nega-
tividad de 7. indica L. en el ensayo de reversion
bacteriana con Salmonella typhimurium para las
cepas TA-98, TA-100 y TA-102 mostrandose no
genotoxicos 21

En el ensayo in vivo de induccion de Micro-
nucleos en médula 6sea de raton, para las hem-
bras ninguna dosis causé toxicidad detectable
en el 6rgano blanco, la médula 6sea, es de des-
tacar que ninguna de las dosis en estudio afecta
citotoxicamente la médula 6sea con el extracto
de T. indica L., ya que son registrados micros-
copicamente muchos mas eritrocitos maduros
(PCE). Sin embargo encontramos que los valo-
res para el indice de toxicidad en los machos
para la dosis de 1000 mg/kg (0,40) difieren esta-
disticamente del control negativo (0,49) indican-
do una clara toxicidad medular.

Obsérvese que la toxicidad celular conduce
a la rotura del ADN vy la consiguiente aparicion
de aberraciones cromosomicas ya que los indi-
ces de genotoxicidad en los grupos tratados con
500, 1000 y 2000 mg/kg de peso corporal del
extracto de 7. indica L. indican un incremento
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significativo de este indice respecto al grupo
control negativo, y en el caso particular de los
machos al realizar la prueba de tendencia lineal
en proporciones, para analizar la relacion dosis-
respuesta se encontré un aumento de la fre-
cuencia vinculado al aumento de la dosis.

Estos resultados positivos indican que bajo
las condiciones probadas el extracto de la corte-
za o de T. indica L. es genotéxico en ratones ya
que produjo un aumento significativo en la fre-
cuencia de microntcleos en los eritrocitos poli-
cromaticos de la médula dsea en todas las dosis
evaluadas, encontrandose un aumento de la fre-
cuencia vinculado al aumento de la dosis. Ya en
1986 Yadav report6 que 7. indica L. tenia efecto
mitodepresivo y mitoclastégenico, ya que inhi-
bia la mitosis e inducia aberraciones cromoso-
micas 22. Por otra parte los resultados del test
antimitético de inhibicion del ensamblaje/desen-
samblaje de la tubulina indican que este extrac-
to puede considerarse un posible inhibidor de
la mitosis 3.

Mis informacion puede derivarse de los en-
sayos de actividad antioxidante desarrollados en
el extracto mostrando que tiene potencialidades
como reductor del radical DPPH e inhibidor de
la peroxidacion lipidica. Entre los componentes
mayoritarios del extracto de T. indica L se en-
cuentran los taninos y los fenoles que han sido
reportado con actividad antioxidante 23; adicio-
nalmente se reportan propiedades antioxidantes
en la semilla producto de la presencia de (-)
epicatequina y (+) catequina encontradas mayo-
ritariamente en las mismas 24, asi como propie-
dades antioxidantes de un polifenol flavonoide
extraido de la semilla que inhibe la produccion
de oxido nitrico en macréfagos murinos in vitro
e in vivo %.
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