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El extracto acuoso de Retama sphaerocarpa induce dano
citotoxico y genotoxico en células meristematicas de
Allium sativum

Aqueous extract of Retama sphaerocarpa induces cytotoxic and
genotoxic damage in meristematic cells of Allium sativum
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RESUMEN

En México la ingesta de extractos acuosos obtenidos a partir de plantas medicinales es un elemento
frecuentemente utilizado para tratar diversas enfermedades. Existe poca o nula informacién sobre la evaluacién
del potencial téxico de las plantas medicinales. Retama sphaerocarpa (R. sphaerocarpa) es una planta utilizada
como una planta medicinal, sin embargo, existe poca informacién sobre su potencial téxico. Por tal motivo, en el
presente estudio se ha evaluado los efectos citotdxicos, genotoxicos y citostaticos del extracto acuoso de R.
sphaerocarpa utilizando las células meristematicas de Allium sativum (A. sativum). Los primordios radiculares
de los bulbillos de A. sativum se expusieron por 72 h a5 g/L o 10 g/L del extracto acuoso de R. sphaerocarpa, la
longitud de raiz, la presencia de aberraciones cromosdmicas y el indice de division mitética fueron
determinados. Los resultados indican que el extracto acuso de R. sphaerocarpa (5 g/L o 10 g/L) induce dafio
citotdxico, genotodxico y citostatico indicando su posible toxicidad y evidencia el posible riesgo a la salud
asociado a su consumo.
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ABSTRACT

The ingestion of aqueous extracts from medicinal plants is frequently used in Mexico to treat various diseases.
Retama sphaerocarpa (R. sphaerocarpa) is a medicinal plant. However, there needs to be more information about
its toxic potential. For this reason, the present study evaluated the cytotoxic, genotoxic, and cytostatic effects of
the aqueous extract of R. sphaerocarpa using meristematic cells of Allium sativum (A. Sativum). Root primordia
from A. sativum bulblets were exposed for 72 h to 5 g/L or 10 g/L of R. sphaerocarpa aqueous extract. Root
length, presence of chromosomal aberrations and mitotic division rate were determined. The results indicate
that the aqueous extract of R. sphaerocarpa (5 g/L or 10 g/L) induces cytotoxic, genotoxic, and cytostatic damage
predicting its possible toxicity and evidence of possible health risks associated with its consumption.
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INTRODUCCION

En los paises en vias de desarrollo, alrededor del
80% de la poblacioén utiliza la medicina tradicional
para tratar diversas enfermedades, por lo que el
uso de plantas medicinales aut6ctonas e
introducidas (asiaticas y africanas) es frecuente
(Nava etal,, 2020; Touati et al,, 2015).

R. sphaerocarpa conocida popularmente como
retama amarilla y Retam es un arbusto
perteneciente a la familia de las Fabaceas. Esta
planta es originaria de la zona mediterranea de
noreste de Africa y de la peninsula ibérica y se ha
utilizado en la medicina tradicional como:
purgante, antihelmintico, cicatrizante, antiséptico,
sedante local y como diurético para tratar
patologias de tipo renal (Morales Valverde, 1995;
Pardo de Santayana et al, 2018). Hay pocos
estudios sobre la composicién fitoquimica de los
extractos obtenidos de R. sphaerocarpa, pero se ha
reportado la presencia de alcaloides (como
compuestos predominantes) 'y compuestos
fenolicos en las partes aéreas (hojas y tallos) de la
planta (Touati et al, 2015). De los compuestos
fenoélicos caracterizados en los extractos de R.
sphaerocarpa se encuentran principalmente la
vitexina y el 4cido piscidico (EIl Baakili et al.,, 2023).
Ademads, los extractos metandlicos de R.
sphaerocarpa poseen actividad citotoxico y
microbicida (Lépez-Lazaro et al, 2002; Louaar et
al, 2007). Recientemente, se han reportado los
efectos de la exposicién aguda y subcroénica de la
ingesta oral del extracto acuoso de R. sphaerocarpa
en ratas Wistar, los resultados indican la induccién
de efectos hematotéxicos y de alteraciéon de
transaminasas en tejido cardiaco y renal (Moujane

etal., 2024). Por lo anterior, es necesario evaluar el
potencial téxico de R. sphaerocarpa, ya que esta
planta es ingerida en forma de té (decocciones) y el
extracto acuoso obtenido se caracteriza por su alta
heterogeneidad en su composicion quimica
(Bucciarelli et al.,, 2014).

Un bioensayo que es utilizado para determinar con
precision la citotoxicidad y genotoxicidad de
diferentes sustancias lo constituye el ensayo de
“Allium-test”. El ensayo se fundamenta en la rapida
divisién celular de las células meristematicas del
tejido radicular (raiz). Generalmente el ensayo
sirve para probar sustancias que son miscibles en
agua o sustancias capaces de generar sedimentos.
Al hidratar los primordios radiculares de un bulbo
de Allium cepa L. (cebolla) o A. sativa (ajo) se induce
el nacimiento y crecimiento de raices atribuido a la
rapida divisién de las células meristematicas del
tejido radicular. Sin embargo, si la sustancia
utilizada para la hidratacién tiene un potencial
toxico se puede inducir la muerte celular o la
inhibicién la divisién celular de las células
meristematicas resultando en la alteracién del
crecimiento normal de la raiz. Ademds, este
bioensayo permite realizar una evaluacién
microscopica de las células meristematicas para
evaluar alteraciones en la divisiéon celular o la
presencia de dafio genotdxico (Kumar et al,, 2022;
Olaru etal., 2020; Rodrigues et al,, 2010; Velazquez
et al,, 2022). Por lo que en el presente trabajo de
investigacion se determind en efecto citotoxico y
genotoxico de R. sphaerocarpa sobre poblaciones
celulares de tejido meristematico radicular de
Allium savitum.

METODOLOGIA

Materia prima e insumos

R. sphaerocarpa (Retamén ®; triturado de flores y
tallos) se adquiri6 en wuna herbolaria con
distribucién nacional. Se realizé una decoccién
siguiendo las indicaciones del fabricante. Para ello
se pesaron 5 gy 10 g del triturado por separado y
se colocaron en un litro de agua potable libre de
sodio (Gerber ®) a 98 °C. El extracto acuoso
obtenido se llevé a temperatura ambiente, se filtré
y se colocé en tubos coénicos, las concentraciones
finales de los extractos fueron de 5 g/L 0 10 g/L.

Ensayo de Allium sativum

El sistema bioldgico consisti6 en bulbos de A.
savitum sin crecimiento previo de raices o tallos los
cuales fueron adquiridos a comerciantes locales,
cada bulbo fue inspeccionado para descartar
infecciones por hongos fitopatoégenos.
Posteriormente, los bulbos fueron disgregados y
cada bulbillo se limpi6 con una solucién al 0,01%
(v/v) de hipoclorito de sodio. En los bulbillos
asépticos, se promovid el desarrollo de raices, para
tal fin los primordios radiculares de cada bulbillo
entraron en contacto con los extractos acuosos de
R. sphaerocarpa (5 g/L o 10 g/L) o agua potable
(como control negativo); los grupos experimen-
tales se almacenaron en oscuridad y a temperatura

ambiente. Cada 24 h, el agua potable o los extractos
acuosos fueron cambiados. Para cada una de las
condiciones experimentales se utilizaron 5
bulbillos en tres momentos independientes.

Evaluacién del efecto citotoxico

Para la evaluacién del efecto citotoxico, los
bulbillos fueron expuestos a 5 g/L o 10 g/L del
extracto acuoso de R. sphaerocarpa. Como control
negativo se utilizd agua potable libre de sodio.
Posteriormente el tamafio de las raices fue
monitoreado a las 24 h, 48 hy 72 h. Se utilizaron 5
bulbillos por cada condicién experimental y por
cada bulbillo se midieron 20 raices con la ayuda de
un vernier digital, en dos momentos indepen-
dientes (n = 200 raices por condicién ensayada).

Evaluacion del efecto citostatico

Para la evaluacion del efecto citostatico y
genotoxico, se realizé un andlisis microscopico de
las células meristematicas de la raiz. Posterior a 72
h de exposicion con los tratamientos (5y 10 g/L) o
control negativo, las raices fueron cortadas
(considerando 1 cm a partir de la zona apical) y
fijadas por 24 h en soluciéon de Clarke (75 mL etanol
absoluto + 25 mL de acido acético glacial) a -20 °C.
Después de la fijacion, fueron sometidas a digestién
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con 1 mL de hidréxido de sodio (NaOH, 5 M) por 10
min a 37 °C, posteriormente se lavaron con agua
destilada a 4 °C y se almacenaron en solucién de
Clarke a -20 °C hasta su tincién. La tincién del
nucleo celular se realiz6 utilizando 2 mm de la raiz
considerando desde la cofia, para ello se retiré la
cofia de laraizy al segmento elegido se le agreg6 50
uL de orceina (Sigma-Aldrich) al 2% (p/v en acido
acético glacial) y se realiz6 la técnica de squash. Se
estimo el indice mitético (IM):

IM = [(células en interfase + células en telofase + células en

anafase + células en metafase + células en profase) / total
de células]*100%.

Evaluacion del daiio genotdxico
El dafio genotéxico se evalud identificado aberra-
ciones cromosdémicas o nucleares siguiendo las

recomendaciones de (Bonciu et al., 2018). Para
ellos se evaluaron células en cualquier fase de la
mitosis. Para cada condicién ensayada el IM y el
dafio genotoxico se evalu6 por triplicado y en dos
momentos independientes considerando 300
células en total (n = 1800 células por condiciéon
ensayada).

Analisis estadistico

Se realizé un andlisis de la varianza (ANOVA) con
prueba Dunnet post hoc. La frecuencia de aberra-
ciones cromosémica o nucleares se evalué
mediante la prueba exacta de Fisher. Se considerd
un valor de p < 0,05 como estadisticamente signifi-
cativo. El andlisis se realizé en el software Stata
v.16, y las graficas se elaboraron en el software
Graphpad v.8.

RESULTADOS Y DISCUSION

El consumo de plantas medicinales como un
elemento terapéutico en México es frecuente.
Varias plantas son indicadas para el tratamiento de
diversas patologias, la prescripcion de estas se
realiza en funciéon de conocimientos empiricos o
tradicionales. Generalmente el uso de decocciones
“Tes” es la forma mas empleada para consumir
plantas medicinales. Sin embargo, existe un alto
riesgo a la salud relacionado con el consumo de
plantas medicinales, principalmente asociado a la
nula estandarizacion de las dosis utilizadas y por
falta de ensayos clinicos que permitan evaluar la
seguridad y eficacia de las plantas medicinales
utilizadas. Ademas, existe esca informacién sobre
la composicién quimica de los extractos acuosos
obtenidos a partir de las decocciones, los cuales se
caracterizan por una heterogénea composicién
quimica. En el presente estudio, se ha evaluado el
potencial citotéxico, citostatico y genotdxico del
extracto acuoso de R. sphaerocarpa en células
meristematicas de A. sativum, los resultados
obtenidos demuestran la induccién de efectos
citotdxicos, citostaticos y genotdxicos indicando el
potencial riesgo a la salud relacionado con el
consumo de extractos acuosos de R. sphaerocarpa.
La evaluacion del potencial téxico de las sustancias
a las cuales se expone el ser humano es primordial
para poder evaluar el riesgo a la salud. La
evaluacion del potencial toxico se realiza utilizando
sistemas que proporcionen resultados fiablesy con
significado biolégico. En este sentido, el uso de
plantas superiores en la evaluacién toxicoldgica
permite obtener resultados robustos con
diferentes repercusiones biologicas (Kristen
1997). El ensayo utilizando plantas del género
Allium como A. cepa o A. sativum permite identificar
alteraciones del crecimiento de raiz, dafio
genotdxico y efecto citostatico (Leme & Marin-
Morales, 2009). La evaluacién comienza cuando los
primordios radiculares de A. sativum entran en
contacto con la sustancia a analizar y se induce la
division de las células meristematicas que
promueven la elongacién del tejido radicular. El
ciclo celular de las células meristematica de A.
sativum se completa cada 22,1 h a 22 -24 °C, por lo
que periodos de exposicion a 48 h o 72 h

corresponden a la segunda y tercera division
celulares, respectivamente (Taylor & Clowes,
1978). Porlo que, la evaluacién de la longitud de las
raices de los bulbillos se considera como un
marcador macroscépico del potencial citotéxico de
las sustancias analizadas (FISKES]O, 1993).

Potencial citotoxico del extracto acuoso de R.
sphaerocarpa

La exposicién por 24 h al extracto acuoso de R.
sphaerocarpa (5 g/L o 10 g/L) no indujo cambios
en el tamafio (longitud) de las raices de los bulbillos
(Figura 1). Sin embargo, a 48 y 72 h de exposicién
se observd wuna disminucién abrupta del
crecimiento de las raices en comparaciéon con el
control negativo. La concentracién de 5 g/L
produjo la disminucién de 7,2 mm y 17,8 mm en el
tamafio de las raices a 48 y 72 h de exposicién
respectivamente. Una disminucién de 7,5 mm y
18,6 mm en el tamafio de raices se observd al
exponer a los lobulillos a 10 g/L por periodos de 48
hy 72 h. Solo los tratamientos con exposicién de 48
h y 72 h mostraron cambios estadisticamente
significativos (p < 0,001).

304 + Control negativo
= 5g/L
— 10 gL

Longitud de Ia raiz (mm)
N
5
1

Tiempo de exposicion (h)
Figura 1. Efecto citotdxico del extracto acuoso de R.
sphaerocarpa. Los datos representan la media y
desviacion estandar. ** valor de p < 0,001 estimado a
partir de la prueba de Dunnet.
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La reducciéon de la longitud de la raiz de los
bulbillos tratados en comparacion con el control
negativo sugiere que la sustancia quimica probada
induce un estrés en las células meristematicas, el
estrés puede resultar en alteraciones del ciclo
celular, dafio genotéxico o induccién de muerte
celular por necrosis o apoptosis (Velazquez et al,,
2022).

Se ha observado que los extractos acuosos de R.
sphaerocarpa obtenidos por infusiéon (agua a una
temperatura de 65°C) se caracterizan por altas
concentraciones de alcaloides (Hammouche-
Mokrane et al. 2017), los alcaloides son compues-
tos organicos nitrogenados a los cuales se les ha
atribuido potencial citotoxico (Shi et al,, 2014). La
mayoria de los alcaloides poseen potencial
prooxidante al promover el incremento desme-
surado de las especies reactivas del oxigeno que
resulta en el dafio oxidativo de macromoléculas
como proteinas, lipidos y ADN. El dafio oxidativo
genera la muerte celular por apoptosis o necrosis
(Habli et al., 2017).

Potencial citostatico del extracto acuoso de R.
sphaerocarpa

La exposiciéon por 72 h al del extracto acuoso de R.
sphaerocarpa indujo una reduccion en el IM de las
células meristematicas de A. sativum. En compa-
racion con el control negativo, la concentracién de
5 g/L redujo 30,1% del IM, mientras que la
concentraciéon de 10 g/L redujo 32,3% del IM
(Figura 2).

El IM indica la capacidad de divisiéon celular de las
células meristematicas, el incremento en el IM
respecto al control, indica que la sustancia quimica
probada promueva la division celular, mientras que
la reduccidn en el IM se relaciona con el arresto del
ciclo celular (Khanna & Sharma 2013), en el
presente estudio el extracto acuoso de R
sphaerocarpa disminuy6 el IM. Como se indicé
anteriormente los alcaloides son compuestos
predominantes en los extractos obtenidos de R.
sphaerocarpa. En este sentido, alcaloides como la
clausenidina promueve el arresto del ciclo celular
incrementando el nimero de células en fase GO y

G1 (Waziri et al., 2016), esto podria explicar la alta
frecuencia de células en interfase y subsecuente
reduccion del IM observado en el presente estudio.

*%
60 ** Em Control negativo
—
59/l
m 10glL

40

indice mitético

20

0
Figura 2. Efecto citostatico del extracto acuoso de R.
sphaerocarpa. Se evalu6 el IM, los datos representan la
media y desviacion estandar. ** p < 0,01 estimado a partir
de la prueba Dunnet.

Potencial genotéxico del extracto acuoso de R.
sphaerocarpa

Las aberraciones cromosémicas y nucleares que
con mayor frecuencia se observaron en las células
meristematicas de A. sativum se muestran en la
Figura 3. El conteo de los marcadores de dafio
genotdxico muestra que la fragmentacién cromo-
sémica (Figura 3a) y la telofase con cromosoma
aberrante (Figura 3e) fueron marcadores que se
presentaron con mayor frecuencia en las raices
expuestas al extracto acuso (5 g/L o 10 g/L). La
anafase con fragmentaciéon cromosémica (Figura
3b), metafase tipo ¢ (Figura 3c), y la anafase
multipolar (Figura 3d) fueron marcadores que solo
se observaron en los grupos tratados con el
extracto acuoso. El incremento en frecuencia de
estos se relacion6 con la concentraciéon del
tratamiento (10 g/L > 5 g/L). Finalmente, la
erosion nuclear en células gigantes (Figura 3f)
solamente observo en las raices expuestasa 10 g/L.

Figura 3. Aberraciones cromosémicas inducidas por el extracto acuoso de Retama sphaerocarpa en células meristematicas de
Allium sativum. a) Célula con fragmentacién cromos6mica, b) Anafase con fragmentacién cromosémica, c) metafase tipo C, d)
Anafase multipolar con puentes cromosémicos, e) Telofase con cromosoma errante, f) Erosion nuclear en célula gigante.
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Tabla 1
Frecuencia de marcadores de dafio genotéxico en células meristematicas de A. sativum

Marcador Control 5g/L 10g/L P

Fragmento cromos6mico 6 30 30

Anafase con fragmentacion cromosémica 0 4 5

Metafase tipo C 0 1 0 003

Anafase multipolar 0 4 7 !

Telofase con cromosoma errante 1 2 6

Erosién nuclear en célula gigante 0 0 9

Los valores representan la frecuencia absoluta de marcadores observada en 300 células en 3 réplicas en dos momentos
independientes (n = 1800 células por cada condicién ensayada). *Valor de p estimado por la prueba exacta de Fisher.

Las aberraciones cromosomicas pueden ser induci-
das espontaneamente o por la exposicion a agentes
genotoxicos. La capacidad de los compuestos para
inducir la fragmentaciéon de los cromosomas
(efecto clastogénico) se evidencia por la presencia
de puentes y la fragmentaciéon cromos6mica; mien-
tras que la multipolaridad, cromosomas errantes y
la metafase c indican el efecto aneugénico que se
caracteriza por el incremento en el numero de
cromosomas “perdida o ganancia” y se atribuye a
una mala segregacion cromosomal relacionada con
una deficiencia funcional/estructural del cineto-
coro (Leme & Marin-Morales, 2009). En el presente
estudio se observaron aberraciones cromosémicas
y nucleares que indican el potencial aneugénico y
clastogénico de los extractos acuosos de R
sphaerocarpa. Los extractos de R. sphaerocarpa
obtenidos a partir de solventes organicos como

butanol, cloroformo o acetato de etilo indujo el
50% de muerte celular en lineas celulares de
adenocarcinoma renal, cdncer de mama vy
melanoma (en concentraciones > 0,25 g/L por 24
h) (Lépez-Lazaro et al, 2000). Este potencial
citotéxico de los extractos de R. sphaerocarpa
fueron atribuidos al efecto de inhibicién sobre ADN
topoisomerasas que puede promover dafio
genotoxico (Lopez-Lazaro et al, 2002). Se ha
reportado que la administraciéon por 28 dias de
extractos metanoélicos de Retama raetam a dosis de
250 mg/kg, 500 mg/kg o 750 mg/kg de peso
corporal en ratas indujo nefrotoxicidad y dafio
genotoxico, los autores siguieren que el potencial
toxico del género Retama podria atribuirse a la
presencia de altas concentraciones de alcaloides en
su composicién (Algandaby, 2015).

CONCLUSIONES

El presente estudio demuestra el potencial
genotéxico del extracto acuoso de Retama
sphaerocarpay evidencia la importancia de realizar
un tamizaje toxicoldgico de las plantas medicinales
utilizadas por la poblacién evidenciado el posible
riesgo a la salud. Ademas, demuestra el potencial
uso de Allium sativum como un bioensayo robusto
que permite valorar el potencial téxico de diversas

sustancias que pueden ser consideradas como
inocuas como son las decocciones de plantas
medicinales. Mas estudios son necesarios para
dilucidar los mecanismos moleculares relaciona-
dos alainduccién del dafio genotdxico inducido por
Retama sphaerocarpa, entre ellos la determinacién
del dafio oxidativo al ADN y de la evaluacion de la
capacidad de reparacién del dafio genotodxico.
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