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Nacional de San Cristébal de Huamanga se reunieron los miembros del jurado evaluador
presidido por el Dr. Tomas Castro Carranza y como miembros del jurado Bigo. Pedro A.
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medicinales antiinflamatorias Oenothera rosea Ait "yawar suqu”, Piper elongatum Valh
“matico” y Xanthium catharticum HBK “amor seco”. Ayacucho 2013, presentado por el
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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion se realizd en el Centro de Investigacion en
Biologia Molecular y Bioinformatica de la Facuitad de Ciencias Bioldgicas de la
Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga, durante los meses de
setiembre de 2013 a mayo de 2014 en la ciudad de Ayacucho - .Periz.
Planteandose como objetivo: Determinar el efecto genotéxico in vitro de las
plantas medicinales antiinflamatorias Oenothera rosea Ait “yawar suqu”, Piper
elongatum Vahl "matico” y Xanthium catharticum HBK “amor seco”. Los extractos
hidroalcohélicos fueron obtenidos con alcohol a 80° realizandose el tamizaje
fitoquimico y la determinacion genotoxica a diferentes concentraciones,
exponiéndose éstos sobre el ADN gendmico de linfocitos humano; la estimacion
del dafio genotéxico “in vitro” fue determinado mediante electroforesis en gel de
agarosa con bromuro de etidio al 1% y visualizado en radiacion de luz ultra
violeta, dentro del sistema de registrador de imagenes Biometra UVsolo TS. Los
metabolitos secundarios identificados en extractos hidroaicohélicos de: “yawar
suqu” y “‘matico” fueron alcaloides, lactonas y/o cumarinaé, fenoles y/o taninos,
flavonoides, quinonas y glicésidos cardiotonicos; y en extracto hidroalcohélico de
“amor seco” alcaloides, fenoles y/o taninos, flavonoides y quinonas; las tres
plantas presentan las mismas caracteristicas organolépticas y de solubilidad. Los
extractos hidroalcohdlico presentaron una importante actividad genotéxica sobre
el ADN genomico de linfocitos humano, siendo los extractos de “amor seco” y
“yawar suqu”, con mayor efecto genotéxico a concentraciones de 50 mg/ml y
100 mg/ml con respecto a ‘matico”. Se concluye que el dafio genotéxico
depende directamente de la concentracion de los extractos hidroalcohdlico;, mas

no asi del tiempo de incubacion.

Palabras clave: Genotoxicidad, Oenothera rosea, Piper elongatum y Xanthium

catharticum.



L. INTRODUCCION

El paso del tiempo, el avance del saber, la tecnificacion de los conocimientos y
las industrias, ha llevado al hombre a beneficiarse mas de las plantas
medicinales, detallando en sus caracteristicas, virtudes, formas de usoc y
aplicacion.’

Actualmente existe un gran interés por los complementos alimenticios de origen
vegetal, se cree que dichos productos tienen la capacidad de disminuir los
factores de riesgo para casi todas las enfermedades; esto permite una amplia
acogidé entre los consumidores que a menudo consideran que fo “natural” esta
libre de compuestos quimicos nocivos y por lo tanto es "seguro” para la salud;
premisa que debe reconsiderarse y controlarse conociendo de antemano que
muchos compuestos de origen botanico también contienen toxinas, que incluso
pueden tener efecto genotéxiéo, pues la integridad del &cido desoxirribonucleico
(ADN) constituye un aspecto fundamental para la célula y el buen
funcionamiento de los organismos vivos, asi mismo, este material genético es
susceptible a dafios causados por numerosos agentes y/o procesos.”

El uso de las plantas medicinales en la terapéutica, requiere al igual que los
productos sintéticos, de investigaciones previas y posterioreé a su
comercializacién, donde sigan siendo observadas mediante estudios de

farmacovigilancia.®



Las pruebas de toxicidad se realizan con el fin de identificar posibles darios para
el ser humano ya que, se han detectado exiractos de plantas medicinales que
poseen actividad embriotdxica y/o teratogénica, y se ha reportado actividad
mutagénica y carcinogénica en productos de origen vegetal (flavonoides y
taninos), encontrandose que existe una cﬁrrelacic’m positiva entre la ocurrencia
de enfermedades y tumores en la poblacién.*
Estas plantas han sido usadas en la medicina tradicional en el tratamiento de
diversas afecciones a la salud, entre ellas como antiinflamatorias, las mismas
que fueron demostradas por trabajos de investigacion. Se emplea un sistema de
ensayo a corto plazo in vitro utilizando el ADN genémico de linfocitos humanos
para detectar dafio genético, como parte del estudio farmacologico y toxicolégico
de estas plantas, en el presente trabajo se pretende desarrollar los siguientes
objetivos:
OBJETIVO GENERAL:
. Determinar el efecto- genotoxico in vitro de las plantas medicinales
antiinflamatorias Oenothera rosea Ait “yawar suqu”, Piper elongatum Vahl
“matico” y Xanthium catharticum HBK “amor seco’.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

- Identificar los metabolitos ‘s‘;ecundarios presentes en las plantas
medicinales antiinflamatorias Oenotherarosea Ait “yawar suqu”, Piper
elongatum Vahl “matico” y Xanthium catharticum HBK “amor seco”.

" Caracterizar el efecto de la genotoxicidad de las plantas medicinales
antiinflamatorias en estudio, mediante ensayo in vitro sobre el ADN

genomico de linfocitos humano, detectado mediante electroforesis.



. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

Las plantas han sido desde la antigledad, un recurso al alcance del ser humano
para su alimentacion y la curacién de sus enfermedades; éstas uUltimas lamadas
plantas medicinales eran veneradas por las virtudes que se les habia
reconocido, trasmitiéndose de generacion en generacion; nadie buscaba el
saber por qué o coémo actian, pero era un hecho incontestable y gue parecia
magico.®

En la actualidad cientos de plantas son utilizadas en la medicina, del mismo
modo la ciencia moderna analizando y estudiando los efectos terapéuticos de las
plantas, quiere precisar, comparar y clasificar las diversas propiedades, no con el
fin de disminuir la confianza en la naturaieza, sino, para agrupar a las plantas de
efectos similares, a fin de conocer los principios activos responsables de cortar,
aliviar o curar enfermedades, separarlcs de las plantas que lo contienen,
determinar sus estructuras quimicas, procurar su sintesis, proponer
modificaciones estructurales en busca de una mayor actividad y, finalmente, dar
a conocer a la humanidad los resultados de los estudios. Un analisis de esta
naturaleza debe ser realizado como una accidon multidisciplinaria con la
intervenciéon de botanicos, quimicos, farmacologos, farmacognostas, entre

otros.*



El uso de plantas medicinales podria convertirse en una alternativa medica a
tecmarse en cuenta, tanto por la comodidad del precio como por la fuerza de la
© costumbre. Asi mismb, podrian integrarse dentro de los programas oficiales de
salud, a fin de aprovechar las caracteristicas positivas de ambos enfoques
terapéuticos de salud. Se estima que casi el 80% de todos los habitantes de la
tierra confian en medicinas tradicionales para resolver sus principales
necesidades de salud.®

Se estudid |la parte aérea de la especie Oenothera rosea Ait, que es la que se
emplea para preparar las infusiones, como una de las formas de uso. La muestra
seca y molida finalmente se sometid a una extraccién selectiva con hexano,
acetato de etilo y metanol y con los extractos obtenidos se determinaron por un
lado, los grupos de metabolitos secundarios que la conforman para determinar la
actividad antiinflamatoria; por otro, se midid su actividad antibacteriana y su
toxicidad frente a Artemia salina. Dentro de los grupos de metabolitos
secundarios se determind presencia de alcaloides, flavonoides, terpenos,
esteroides y glicésidos. Detectaron alcaloides en el extracto hexanico de
Oenothera roseaAif. La planta preseﬁtc’; actividad antibacteriana frente a las
especies de prueba y toxicidad frente a Artemia salina.®

En un estudio de Oenothera rosea Ait se reporto la presencia de fiavonoides, y
demostré la actividad antiinflamatoria de extractos acuosos encontrandose
mayor eficacia antiinflamatoria a 250mg/Kg. de peso en cobayos, respecto a la
actividad hepatoprotectora contra el dafo producido por el paracetamol, se
conciuye que se obtienen mejores resultados a la dosis de 250mg/Kg del
extracto acuoso liofilizado. Asimismo, afirma que los grupos fendlicos y los
flavonoides podrian ser los responsables del efecto hepatoprotector. También
determina que la DLsy del extracto acuoso liofilizado de Oenothera rosea, al ser

administrado por via oral es mayor de 2g/Kg de peso de raton. No presentando



muerte hasta las 72 horas de experimento; y La DLsg por via intraperitoneal es de
165,2107 mg/Kg de ratén a las 72 horas de evaluacion.”®

Se realizé un estudio sobre la bioactividad y toxicidad de las hojas y tallos de
Oenothera rosea Ait en extractos acuosos y etanolicos, concluyendo que son
ligeramente toxicos. La Concentracion Letal 50 (CL50) en Artemia salina para el
caso del extracto acuoso de las hojas y del tallo fue de 246,93 ppm y 1141,63
ppm respectivamente. La Concentracién Letal 50 (CL50) en Arfemia salina 'en el
caso del extracto alcohdlico de las hojas fue de 1,49 ppm y para el talio fue de
5,38 ppm. La Dosis Letal 50 (DL50) en ratones albinos para el extracto acuoso
de las hojas fue de 1073,89 mg/Kg y del tallo fue de 129832 mg/Kg. En el
extracto alcohdlico se obtuvo, para el caso de las hojas, una DL50 de 612,52
mg/Kg y para el caso del tallo, una DL50 de 877,94 mg/Kg.®

Resultados por ensayo de micronucleos concluyen que a diferentes
concentraciones del extracto acuoso de Xanthium catharticun la prueba no
mostré ningun efecto mutagénico para eritrocitos de peces. Ademas, el ensayo
cometa en células de leucocitos humanos mostré que no habia dafio en el ADN
en la concentracion mas baja del extractoprobado.®

Estos hallazgos sugieren que el extracto de Xanthium catharticum no
proporciona lesiones significativas en la genética celular, especialmente a una
concentracién de 0,02g/L”, ya que los rfragmentos de ADN no forman el
"cometa". Lo anterior indica baja genotoxicidad para las diferentes
concentraciones en el ADN de leucocitos humanos, al menos en las condiciones
experimentales probadas. Por otra parte, teniendo en cuenta que la
concentracion de 0,02g/L™ corresponde a la utilizada en la medicina tradicional y
no refleja la concentracion de biodisponibilidad en los individuos después de la
ingesta de la infusion, por lo cual su seguridad se vuelve aun mas importante.

Ademas, las otras concentraciones ensayadas parecen proporcionar seguridad



relativa en su uso, a pesar de que son cinco y diez veces mayor que la
concentracién utilizada por la medicina tradicional.®

Se realizé la evaluacién genotoxica del aceite esencial en concentraciones de
75, 50, 25 mg/mLdel extracto etandlico de Piper elongatum Vahl mediante la
prueba in vivo de mutacion y recombinacién somatica (SMART), que emplea a
Drosophila melanogaster (mosca de la fruta) como organismo experimental. Se
utilizaron dos diferentes tipos de cruces con los marcadores genéticos fir' y mwh:
El cruce estandar (ST) y el cruce de alta bioactivacion (HB); como control
positivo se empleé mitomicina C (MMC). Los resultados obtenidos fueron
analizados mediante el estadistico de Kastenbaum-Bowman (a=0,05), y sugieren
que el extracto hidroalcohdlico de Piper elongatum Vahl a concentraciones por
debajo de 100mg/ml, asi como el aceite esencial en concentraciones por debajo
de 0,5% (p/v), no producen dafio genotéxico detectado mediante la prueba de
SMART.™®

Los resultados obtenidos muestran que en ninguno de los marcadores
analizados MSP, MSG y MG, el aceite esencial a concentraciones de 0,01, 0,05
y 0,1% presenta genotoxicidad; sin embargo a la concentraciéon de 0.5% los
resultados obtenidos no permiten conclusiones definitivas debido a que el
nimero de manchas encontradas son insuficientes para poder establecer si el
aceite esencial presenta o no genotoxicidad a esa concentracién.™

De las larvas que se sometieron al tratamiento crénico con el extracto a
concentraciones de 25, 50 y 75 mg/mL, durante 48 horas, se han obtenido los
datos del porcentaje de sobrevivencia tanto para el cruce ST y el cruce HB,
analizandose el genotipo trans-heterocigoto; en el cruce ST se evidencid una
frecuencia de 1,18 de manchas simples pequefias MSP/mosca a la

concentracién de 25 mg/mL y una frecuencia de 0,45 MSP/mosca a una



concentracion de 75mg/mL del extracto hidroalcohdlico de Piper efongatum
Valh. En el control negativo se observé una frecuencia de 1,53 MSP/mosca.’®
Los datos obtenidos en el analisis estadistico del potencial genotéxico mediante
el cruce estandar, refieren que el extracto hidroalcohdlice a las concentraciones
evaluadas no induce dafio genotoxico, debido a que las frecuencias de
manchas encontradas son inferiores respecto al control negativo, lo cual indica
que la genotoxicidad para el cruce ST el genotipo trans-heterocigoto, es
negativo de acuerdo a los datos obtenidos mediante el paquete estadistico
empleado.’

2.2 Aspectos Botanicos de Oenothera rosea Ait “yawar suqu”.

2.2.1 Clasificacion Taxonémica.

La determinacién botanica se realizé en el Laboratorio de Boténica de la
Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional de San Cristobal de

Huamanga segun el sistema de clasificacién de Cronquist A. 1988:

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA
CLASE : MAGNOLIOPSIDA
SUB CLASE : ROSIDAE

ORDEN : MYRTALES
FAMILIA : ONAGRACEAE
GENERO . Oenothera
ESPECIE . Oenothera rosea Ait
NOMBRE VULGAR : “yawar suqu”

Fuente: Certificado emitido por el Herbarium Huamangensis de la Facuitad de
Ciencias Biologicas, UNSCH (2013) (Anexo 01)

2.2.2Descripcion botanica

Es una planta herbacea, perenne, de mas o menos 30 centimetros de alto,

aunque existen arbustos que miden un metro o mas, de raiz tuberosa."’



Tallo: Herbaceo, erecto o ascendente y uniformemente decumbente delgado,
simple o ramificado, coloreado de rojo violaceo, mas intensamente en la base,
presenta pelos blanquecinos."

Hojas: Oblongd—!anceo!adas, subenteras o groseramente sinuadas,
irregularmente dentadas, de dos a cinco centimetros de longitud con peciolo
delgado. Las hojas de la parte superior estan reducidas a bracteas verdesas en
cuyas axilas nacen las flores. De color verde oscuro en el haz, un poco mas
claro en el envés."

Flores: Agrupadas en inflorescencias racimosas. Son hermafroditas,
heteroclamideas, pedunculadas y periginas; presenta hipanto que encierra al
ovario infero, cuya parte externa presenta ocho estrias (cuatro mas
prominentes). Caliz tetramero, gamosépalo, los sépalos son reflexos durante la
antesis, pubescente, con lIébulos largos y decumbentes. Corola tetramera,
dialipétala, constituida por cuatro pétalos aovados de color rosado o rojo violeta.
Androceo diplostémono constituido por ocho estambres con anteras dorsifijas,
alargadas ditésicas, con dehiscencia longitudinal, filamento de color blanco,
granos de polen de forma tetraédrica. Gineceo completo, ovario infero,
tetracarpelar, tetralocular, multiovular, 6vulos anatropos, epitropos, péndulos, de
placentacion central y axial, estilo desarrollado, estigma formado por cuatro
ramas estigmaticas coloreadas de rosado. "

-Fruto: Capsula ovoide de 8 a10 mm de longitud, extraidos con ocho costillas
longitudinales y caras arrugadas, poseen como base un pedunculo hueco.
Semillas de forma oblonga, aovada y asimétrica, de color marrén. ™

2.2.3 Composicion quimica

En su trabajo titulado New Sources of Gamma-Linoleico Acid Wolf determino la
presencia de acidos grasos insaturados en las semillas de Oenothera rosea y los

identifica como: acido linoleico, acido linolénico, acido palmitico, acido oleico.™



Se reporta la presencia de sustancias fendlicas: acido elagico, galico, cafeico, o-
cumarico, m-digélic:o,. neoclorogénico, kaemferol, quercetina, cianidina,
delfinidina y glicosidosflavonicos los cuales estuvieron presentes en las hojas.
En el .trabajo titulado Flavonoid survey of Oenothera (Onagraceae), Averett, J
determind la presencia de flavonoides en las hojas de Oenothera rosea y los
identifica bajo la forma de glucésidos flavénicos.'

2.3 Aspectos Botanicos de Piper elongatum Vahl “matico”.

2.3.1 Clasificacién taxonomica

La determinacion botanica se realizd en el Laboratorio de Botanica de la
Facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad Nacional de San Cristdbal de

Huamanga segtn el sistema de clasificacion de Cronquist A. 1988:

DIVISION : : MAGNOLIOPHYTA
CLASE . MAGNOLIOPSIDA
SUB CLASE : MAGNOLIIDAE
ORDEN ~:  PIPERALES

FAMILIA . PIPERACEAE
GENERO . Piper

ESPECIE : Piper elongatum Vahi.
NOMBRE VULGAR © “matico”

Fuente: Certificado emitido por el Herbarium Huamangensis de la Facultad de
Ciencias Bioldgicas, UNSCH (2013) (Anexb 02)

2.3.2 Descripcion botanica

Arbolillo delgado, erecto de 40cm de alto. Tallos verdes, glabros, nudos
hinchados. Hojas con peciolo corto; lamina ovada, de 15 x 9 cm, oblicuamente
atenuada en la base, largamente atenuada en el apice; superficie escabrosa,
nervadura secundaria mayor levantada desde la mitad inferior de la vena media.

Inflorescencia erecta, 4 mm de grosor, 12 cm de largo, curvado, blanco.™



2.3.3 Distribucion

Se distribuye a nivel del territorio Peruano en los departamentos de Amazonas,

Ayacucho, Cajamarca, Cuzco, Huanuco, Junin, Loreto, Madre de Dios, Pasco,

San Martin, Ucayali. _

2.3.4 Composicion quimica

Se reporta la presencia de los siguientes compuestos aromaticos aislados de las

hojas: asebogenina, 2°,6'- dihidroxi — 4"-metoxidihidrochalcona, acido 3 —geranil

- 4 — metoxi — benzoico, acido 3 — geranil — 4 — hidroxi —benzoico, acido

norvogeénico y 2,2 — dimetil — 6 —carboxil — 8 prenil —cromeno. ™

2.3.5 Estudios biolégicos

Seevalud la actividad antioxidante de los compuestos aromaticos, en donde la

asebogenina demostré tener una actividad mayor que el a — tocoferol, mientras

que el 3 — geranil — 4 — hidroxi —benzoico y el acido norvogénico mostraron una
mayor activida.d que el tert — butil — 4 —hidroxi —anisol (BHA)."

2.3.6 Usos Tradicionales *®

Las hojas se utilizan tradicionalmente en:

e Infecciones urinarias: el cocimiento de las hojas junto con las flores de
rétama, se deja durante una noche; al dia siguiente se toma como agua de
tiempo.

e Resfrio: preparar una infusién con una porcién de hojas y tomar cuatro veces
al dia.

« Antidiarreico: se hierve una porcién de hojas y se toma tres veces al dia,
durante tres dias.

o Ulceras: las hojas secas se trituran; el polvo se aplica directamente en la piel.

e Bronquitis: el cocimiento de 15 hojas en un litro de agua se deja reposar 10

minutos. Se toma como agua de tiempo.
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e Heridas y antiséptico vaginal: se utiliza la intusion de las hojas en lavados
vaginales. . |

e Herpes: se utiliza el zumo de las hojas en aplicacion directa sobre las heridas
de la boca.

2.4 Aspectos Botanicos de Xanthium catharticum HBK “amor seco”.

2.4.1 Clasificacion taxonémica

La determinacién botanica se realizdo en el Laboratorio de Botéanica de la

Facultad de Ciencias Biologicas de Ia Universidad Nacional de San Cristobal de

Huamanga segtn el sistema de clasificacién de Cronquist A. 1988:

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA
CLASE : MAGNOLIOPSIDA
. SUB CLASE : ASTERIDAE
ORDEN : ASTERALES
FAMILIA : ASTERACEAE
GENERO : Xanthium
ESPECIE : Xanthium catharticum HBK.
NOMBRE VULGAR . “amor seco”

Fuente: Certificado emitido por el Herbarium Huamangensis de la Facultad de
Ciencias Biolégicas, UNSCH (2013) (Anexo 03)

2.4.2 Descripcion Botanica

Es una planta herbacea anual de mediana altura (3C — 120 cm). Posee hojas
lanceolada — lobuladas de color verde oscuro con envés grisaceo o blanquecino.

Es originaria de América, probablemente del cono sur (Pert, Bolivia, Chile y

Argentina).”’
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Las fl‘ores son de dos tipos, de color amarillo o verdoso. Las masculinas nacen
sobre cortas ramillas terminales. Las femeninas surgen arracimadas en las axilas
de las hojas."”

Las semillas estan encerradas en un fruto granado (aquenio). Este consiste en
un pequeno y duro cadillc de forma ovalada, dividido en dos camaras, recubierto
de espinas rigidas y ganchudas."’

El éxito de la dispersién de esta planta es sin lugar a dudas notable: sus
semillas, con eée tipo de "gancho" invertido se agarra a todo lo que se le acerca
(pantalones, calcetines, pelos, al ganado, etc.); en fin en un solo paseo por el
campo podemos traer cientos de semillas de este tipo.™”

2.4.3 Composicién quimica:

Refieren que esta especie contiene dos lactonas sesquiterpénicas y tres
diterpenos de nucleo kaurano, dos xantonas, el xantanol y el isoxantanol."

2.4.4 Usos tradicionales:

Se realizd un estudio etnobotanico de esta especie en la zona de Puquio
(Ayacucho - Peru) reportando que es utilizado para los golpes, heridas,
inflamacion de la prostata, dolor de ovario y rifones, calculos renales,
tratamiento de afecciones de la piel como la rasca — rasca y la sarna, tratamiento
de las inflamaciones internas, heridas internas y en veterinaria para golpes,
hinchazones y heridas."’

2.5 Inflamacion

La inflamacién es una respuesta defensiva del organismo frente a un agente
irritante o infeccioso es caracterizada por el movimiento de células y fiuidos
desde la sangre hacia los tejidos extravasculares en el lugar en el que se ha
iniciado el estimulo nocivo, bajo la influencia de factores quimiostaticos
producidos localmente. Esta reaccion vascular tiene como objetivo eliminar los

agentes v los tejidos lesionados.®'%*
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2.5.1. Pasos del proceso antiinflamatorio

Tras ocurrir un estimulo nocivo en un tejido, el proceso de inflamacion inicia con
la dilatacién de los capilares y arteriolas locales, esto produce un exceso de flujo
sanguineo local.”’

La vasodilatacion es provocada por numerosos mediadores quimicos producidos
por las células del tejido circundante, entre ellos: la histamina, prostaglandinas
(PGE2, PGEI2, PGE1) y el Factor Activador de Plaguetas.?

Otro fénémeno que ocurre en la respuesta inflamatoria es un aumento de la
permeabilidad de las paredes de las vénulas postcapilares locales, lo que
favorece el paso de un volumen de liquido a los espacios intersticiales (exudado
o escape de plasma). Al intérsticio ingresan grandes cantidades de agua
fibrinogeno, inmunoglobulinas. El paso de proteinas aumenta la presién oncoética
y la salida de agua lo que clinicamente provoca el edema que se localiza en el
area de la lesion. %%

El incremento de la permeabilidad vascular se favorece por accion
principalmente de la histamina y las prostaglandinas PGE-2 y PGI-1.*

Como parte de la repuesta inflamatoria se activa la cascada de la coagulacion
para la formacion de fibrina. Esta forma una red que ocluye los vasos linfaticos lo
que a su vez limita la diseminacién de los microorganismos. También favorece la
separacion del area de la lesién del tejido sano.?"*

En el fenémeno inflamatorio ocurre migracion de diferentes tipos de células,
segun su status de movilidad. Aquelias de caracter fijo; es decir, se encuentran
ausentadas de forma permanente en los tejidos, son los responsables de las
reacciones inmediatas que se producen en el proceso inflamatorio. Entre ellas se
.2.1,22

encuentran:

* Macrofagos.
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e Células endoteliales de los vasos sanguineos.

e Mastocitos

« Macrofagos: son fagocitos mononucleares que se forman en la médula
osea que luego emigran hacia los tejidos, donde maduran a macréfagos
tisulares. Los factores del complemento C3b y Cba favorecen la
emigracidon de los macréfagos del tejido. Los macréfagos liberan
interleucinas (IL-1), leucotrienos, factor de necrosis tumoral (FTN)
(conocido anteriormente como catequina).?’

o Mastocitos: Se activan por diversos tipos de estimulos, como un
traumatismo, una agresion quimica, anticuerpos especificos (de tibo IgE),
por componentes del sistema del complemento. Los mastocitos liberan
grandes cantidades de histamina y menos intensamente heparina.
También producen algunas prostaglandinas (PGE2, PGD2), leucotrienos
y PAF.%

e Células endoteliales de los vasos sanguineos: en la pared de las
arteriolas segregan un Factor Relajante Derivado del Endotelio (EDRF),
capaz de relajar la musculatura lisa de la pared de los vasos,
produciendo vasodilatacion. Estas células enddteliaies son activadas por
diversos mediadores quimicos, especialmente por histamina y acetil
colina. Estas células producen, ademas, grandes cantidades de
prostaglandinas (PGI2).%

2.5.2 Manifestaciones de la reaccion inflamatoria
Existen cinco principales efectos o signos cardinales de la inflamacién aguda *
e Rubor: enrojecimiento cutaneo progresivo, debido a una dilatacién de los

vasos (venas) de la zona afectada. %

14



e« Fiebre o calor: la fiebrz es la manifestacion general mas comun de la
respuesta inflamatoria. La fiebre es ia manifestacion general mas comun
de la respuesta inflamatoria. La fiebre ocurre por una alteracién del centro
regulador de la temperatura a nivel dei hipotalamo, la variacion de la
temperatura interna se transmite por el sistema nervioso mediante las
oscilaciones de la temperatura sanguinea. En la inflamacién se iiberan
interleucinas (IL-1 y factor de necrosis tumoral TNF- pirégenos
endbgenos) que actuan sobre las neuronas del 6rgano vascular lo que
produce la activacion de la prostaglandina E2. Este mediador se difunde
hacia la regién hipotalamica anterior (subcentro del calor), provoca
aumento de la temperatura y la liberacién de citocinas que generan una
respuesta autonémico endocrina. **

e Tumefaccién o tumor: Aumento del tamafio debido a un cdmulo anormal
de fluidos en los espacios extravasculares.?®

e Dolor: Debido a la compresion dei liquido sobre las terminaciones
nerviosas y a la irritacion nerviosa directa facilitada por los mediadores de
la inflamacion como las prostaglandinas. *°

 Pérdidadelafuncionalidad.?®

2.5.3 Mediadores tisulares de la inflamacion

La activacién de !65 mastocitos, basofilos y plaguetas estimula el metabolismo
del é&cido araquidénico con la consiguiente sintesis de prostaglandinas,
leucotrienos y tromboxanos. La histamina y la serotonina, segregadas por
mastocitos, baséfilos y plaquetas, producen vasodilatacién y aumentan la
permeabilidad vascular. EIl PAF es un complejo lisofosfolipido-acetilado que
induce la agregacion plaquetaria y la degranulacion. Ademas, aumenta la

permeabilidad vascular, induce la adhesion leucocitaria y estimula la sintesis de
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derivados del acido araquidonico. Estos derivados incluyen las prostaglandinas y
los leucotrienos.?®

El acido araquidénico es un acido graso derivado del acido linoleico que se
encuentra en la membrana celular y bajo estimulacién puede ser liberado al
exterior de la célula por una fosfolipasa. El éxido nitrico se produce por las
cédulas endoteliales, macréfagos y neuronas del cerebro.”®

2.5.4 Reparacion de la inflamacion.

En Ia inflamacion se produce una destruccion de las células del parénguima y de
las del estroma. El tejido lesionado es reparada mediante tejido conectivo que va
a producir la fibrosis y la escarificacion. En este proceso intervienen los
siguientes componentes:*’

1. Formacioén de nuevos vasos sanguineos (angiogénesis).”

2. Migracion y proliferacion de fibroblastos.?

3. Deposito de matriz extracelular.?

4, Maduracioén y organizacion del tejido fibroso (remode!aci'én}.

El proceso de reparacion empieza a las 24 horas tras Ié lesion. Los fibroblastos vy
las células del endotelio vascular comienzan a proliferar formando el tegjido de
granulacién en el cual se forman nuevos vasos (angiogénesis).”

2.6 Dosis

Se refiere a la cantidad de sustancia que se administra a un ser vivo para
producirie un efecto determinado. La dosis depende de una serie de factores,
especialmente el peso corporal, edad, sexo, ambiente, estado fisiologico o
patolégico.?

Mecanismo de acciébn de los AINES, inhiben la biosintesis de las
prostaglandinas. La inhibiciénl se realiza sobre la enzima cicfoox%genasa o
prostaglandina sintetasa.?’ Esta inhibicion sistematica es irreversible y de

caracter competitivo.?®
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2.7 Toxicidad

Es la capacidad de cualquier sustancia quimica fisica o biolégica en las
condiciones necesarias a un determinado tiempo y una determinada
concentracion de producir efectos perjudiciales o la muerte sobre un ser vivo al
entrar en contacto con el, a estas sustancias se suele llamarlas con el nombre de
xenobioticos por ser una sustancia extrafia que procede del exterior.?®

2.8 Genotoxicidad

El acido desoxirribonucieico (ADN) es una molécula conformada por dos
cadenas de nucledtidos entrelazados que forman una doble hélice. EI ADN
contiene la informacién que codifica y determina la expresion de las proteinas del
cuerpo.®

En la actualidad, un gran rango de agentes naturales y sintéticos es capaz de
inducir alteraciones en el ADN (Genotoxicidad), generando cambios en la
estructura y por ende en la informacién contenida en la molécula (mutacién).*

La mutagénesis (generacion de cambios en el ADN) puede afectar células
somaticas o germinales. En las células somaticas (cualquier célula del cuerpo) la
mutacion puede transmitirse por division celular ocasionando degeneraciones,
como el cancer, o muerte celular. En las ceélulas germinales (6vulo,
espermatozoide) causa disminucién en la fertilidad, abortos espontaneos, y
defectos en las progenie, estas alteraciones pueden ser-dorninantes 0 recesivas,
es decir manifestarse o no en la primera generacién.®"*%

El dafo inducido en el “material genético” incluye no sélo al ADN, sino también a
todos aquellos componentes celulares que se encuentran relacionados con la
funcionalidad y comportamiento de los cromosomas dentro de la célula.
Ejemplos de esto Ultimo son las proteinas que intervienen en la reparacion,

condensacién y decondensacion del ADN en los cromosomas, u ofras
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estructuras como el huso mitétic‘;o, responsable de la distribucion de ios
cromosomas durante la division celular.**

Los agentes capaces de ocasionar toxicidad genética son llamados genotéxicos
o xenobiéticos y se clasifican en tres categorias de acuerdo a su origen:
qguimicos, fisicos y biolégicos. La primera categoria esta conétituida por los
compuestos quimicos, la segunda incluye las radiaciones en todo su espectro y '
la dltima algunos parasitos, bacterias, hongos, vegetales o incluso virus (aunque
estos Ultimos no son considerados seres vivos, por lo que muchas veces
aparecen clasificados en una categoria aparte). La acéién 0 capacidad de inducir
dafio de estos xenobiodticos esta influida por la dosis recibida y el tiempo o via de
exposicién, junto a la constitucién genética del individuo que puede definir una
susceptibilidad propia o particular.*

A su vez, los xenobiéticos también pueden clasificarse de acuerdo a su modo de
accion o efectos en mutagenos, carcinégenos o teratégenos, dando lugar a tres
tipoé de procesos: mutagénesis, carcinogénesis y teratogénesis. La mutagénesis
abarca los distintos tipos de alteraciones genéticas. Dichas alteraciones
(mutacidnes) pueden producirse a nivel de una unidad minima de informacién
(como por ejemplo un gen) o a nivel de unidades mayores como grupos
estructurales (cromosomas) correspondiendo a lo que se denomina
micromutacién o macromutacion respectivamente. En el caso de las
macromutaciones, se definen como agentes clastégenos a aguellos capaces de
inducir rupturas cromosomicas y agentes aneundgenos, a aquellos que
producen la pérdida de cromosomas enteros o grupos de cromosomas. Las
mutaciones pueden producirse sobre las células somaticas y/o germinales,
siendo en este Ultimo caso heredable si son transmitidas a la progen‘ie. La
carcinogénesis es un proceso que involucra cambios (transformacién celular) de

tipo irreversible, a través de una serie de estadios (iniciacion, promocion vy
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progresion). Se ha observado que la mayoria de [os carcinomas estan asociados
entre un 90-95% de los casos a agentes guimicos, entre un 1-5% a agentes
fisicos (radiaciones) y entre un 1-2% a agentes de tipo biologico o virus. Por otra
parte, la teratogénesis, implica el dafc inducido sobre ei organismo en
desarrollo, es decir, en alguno de los distintos periocdos de gestacién o a lo largo
de la misma como proceso.**

Dentro de los genotéxicos de origen quimico encontramos una amplia gama de
compuestos con efectos multiples. Es de conocimiento publico el incidente de la
Talidomida en los afios 60, una droga suministrada como sedante e indicada
para estados nauseosos. Debido a esta segunda propiedad fue ingerida por
mujeres que atravesaban el primer ftrimestre del embarazo, acarreando
consecuencias fatales. Este compuesto, dei cual se desconocia su efecto
teratogénico, indujo malformaciones fetales, produciendo el nacimiento de nifios
con ausencia de miembros o que presentaban afecciones neurolégicas.*
Encontramos también numerosos contaminantes ambientales en esta categoria:
metales pesados, hidrocarburos aromaticos y pesticidas representan un breve
ejemplo de ello. La exposicion ocupacional también constituye un factor
determinante en el desarrollo de patologias neoplasicas. Se ha mostrado que la
inhalacién de particulas de asbestos desencadenan en el desarrolio de cancer
de pulmoén., asi como otros xenobidticos quimicos que son introducidos por o
que se conoce como “estilos de vida”, dentro de los que podemos encontrar el
habito de fumar o el alcoholismo.*

En cuanto a los agentes de tipo fisico, las altas dosis de radioactividad liberadas
en el accidente de la planta nuclear de Chernobyl en 1986 y aquellas devenidas
como producto de la explosién de las bombas atémicas arrojadas por EE.UU. en
Hiroshima y Nagasaki, dejaron notables evidencias del alcance del dafio capaz

de ser inducido por las radiaciones en el material genético. Como consecuencia
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directa de las altas dosis recibidas que provocaron la-muerte de cientos de miles
de personas, las poblaciones en cuestion desarrollaron distintos tipos de cancer,
ademas de mutaciones en sus células germinales que dieron lugar a la aparicién
de multiplicidad de ehfermedades genéticas y malformaciones que se
manifestaron en las generaciones postreras, por {o que las consecuencias de la
exposicién a este xenobidtico se prolongaron largamente en el tiempo.***

Los rayos UV, encuentran como blanco de dafio a las células epiteliales, debido
a que la piel constituye la mayor via de exposicion. Numerosas patologias
relacionadas a la deficiencia en los mecanismos de reparacion del ADN,
ejemplifican de manera paradigmatica los efectos carcinogénicos en la epidermis
producidos®

Por otra parte, aun existen controversias en cuanto los efectos genotoxicos de
otro tipo de radiaciones como las electromagnéticas.**

Entre los agentes de tipo biologico, un ejemplo radica en las aflatoxinas,
micotoxinas producidas por algunos hongos unicelulares, ias que han mostrado
ser potentes carcinogenos. Por otra parte, ejemplificando a la subcategoria
constituida por los xenobiodticos de origen vegetal, algunas hierbas a las que se
le adjudican propiedades medicinales también pueden represehtar un riesgo
para la salud, de acuerdo con las dosis ingeridas y debidc a que muchas de ellas
no han sido caracterizadas en cuanto a su genotoxicidad. La quercetina y la
rutina, por ejemplo, han mostrado ser mutagénicas e inc-fuso carcinogénicas.
Para evaluar el dafio causado por los potenciales agentes genotdxicos se hace
imprescindible el reconocimiento, caracterizacion y seguimiento de ese efecto y
en distintos niveles de analisis, tarea que le compete a una rama de la ciencia
interdisciplinaria, la Genética Toxicolégica, que se encarga del monitoreo

ambiental y humano en general, por distintos tipos de exposicion.***
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2.9. Modelo tridimensional del ADN

En 1953, Watson y Crick postuiaron un modelo tridimensional para la estructura
de ADN que estaba de acuerdo cdn todos los datos disponibles. Consiste en dos
cadenas helicoidales de ADN enrolladas alrededor del mismo eje, que forman
una doble hélice dextrogira. Los esqueletos hidrofilicos formados por unidades
alternas de desoxirribosas y grupos fosfato cargados negativamente se hallan en
el exterior de la doble hélice, en contacto con el agua circundante. Las bases
purinicas y pirimidinicas de ambas cadenas estan apiladas en el interior de la
doblé hélice, con sus estructuras en anillo hidrofébicas y practicamente planas
situadas a muy corta distancia las unas de las otras y en posicién perpendicular
con relacién al eje longitudinal de la hélice. La relacién espacial entre las dos
cadenas da lugar a la formacion de un.surco mayor y un surce menor en la
doble hélice. Cada base de una cadena esta apareada con una base de la otra
cadena, y ambas bases estan situadas en el mismo plano. Watson y Crick
dedujeron que los pares de bases unidos por enlace de hidrogeno eran los que
mejor encajaban con la estructura, a la vez que proporciohaban una explicacion
a las reglas de Chargaff. Es importante observar que se pueden formar tres
enlaces de hidrégeno entre G y C, cuya union se simboliza G = C, mientras que
solamente se pueden formar dos entre Ay T, enlace simbolizado por A = T, otros
apareamientos diferentes tienden, en distinto grado, a desestabilizar la estructura
en doble hélice.*

En la estructura de Watson y Crick las dos cadenas o hebras de la hélice son
antiparalelas; sus enlaces fosfodiéster 57, 3’ tienen direcciones opuestas.
Trabajos posteriores con DNA polimerasas aportaron pruebas experimentales,
confirmadas por cristalografia de rayos x, de que las hebras son realmente

antiparalelas.®®
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Con el fin de poder incluir en su modelo las periodicidades observadas en el
modelo de difraccion de rayos x, Watson y Crick utilizaron modelos moleculares
para demostrar que las bases apiladas verticalmente en el interior de la doble
hélice estarian separadas por una distancia de 0,34 nm, y que la distancia
secundaria de aproximadamente 3,4 nm podria corresponder a la presencia de
10 (en realidad se ha comprobado que son 10,5) residuos de nucleétido en cada
vuelta completa de l|a doble hélice. Las dos cadenas antiparalelas- de
palinucledtidos en el DNA en doble hélice no son idénticas ni en secuencia ni en
composicion de bases. En cambio, son complementarias entre ellas. Siempre
que hay adenina en una cadena, se encuentra timina en la otra; de manera
similar, la presencia de guanina en una cadena implica la presencia de citosina
en la otra.*

La doble hélice o el duplex de DNA se mantiene por dos tipos de fuerzas:
enlaces de hidrogeno entre pares de bases complementarias e interacciones por
apilamiento de bases. La especificidad que mantiene invariable una secuencia
dada de bases en cada hebra de DNA se debe unicamente a los enlaces de
hidrégeno formados entre los pares de bases. Las interacciones por apilamiento
de bases, mayoritariamente inespecificas por lo que respecta a la identidad de
bases apiladas, contribuyen principaimente a la estabilidad de la doble hélice, la
caracteristica fundamental del modelo es la complementariedad de las dos
hebras de DNA.*

El proceso de copia de la estructura (replicacion) podria proceder de una manera
légica a través de (1) separacion de las dos hebras y (2) la sintesis de una hebra
complementaria para cada una de ellas mediante las concatenadas de
nucledtidos en la secuencia especificada por las reglas de apareamiento de
bases comentadas anteriormente. Cada hebra preexistente podria funcionar

como un molde para dirigir la sintesis de la hebra complementaria. Las hipotesis
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comentadas se confirmaron experimentaimente, lo que significd una revolucién
en la concepcion del metabolismo del DNA %

2.10. Evaluacién genotoxica

La genética toxicologica estudia los efectos mutagénicos de sustancias quimicas
y radiaciones, asi como las consecuencias para la salud humana de la
exposicion a mutadgenos, considerando como tal a cualquier agente que induzca
mutaciones génicas (cambio de uno o pocos pares de bases), aberraciones
cromosémicas estructurales (cambios en la estructura) o numeéricas
(aneuploidias y poliploidias por afecciones en los componentes del aparato
mitotico o meidtico) o alteraciones al ADN (formacion de aductos, alquilacion de
bases, intercalamientc de bases), a los mecanismos de reparacion
(incrementando la sensibilidad a los efectos de muchos mutagenos), a los
eventos de recombinacién mitética.*’

Las plantas medicinales no llevan una indicacion metodolégica especial para su
evaluacién genotoxica, por lo que deben ser sometidas a las mismas
regulaciones que rigen los farmacos en general. La evaluacion genotéxica de
extractos de plantas medicinales deben ser realizadas, en primera instancia,
mediante ensayos in vitro, validados internacionalmente, que midan el dafic en
los niveles de mutaciones genéticas y cromosémicas.”’

En el mundo las guias o rutas criticas para los estudios genctéxicos persiguen
como objetivo fundamental evidenciar qué tipo o a qué nivel de organizacion del
ADN opera el dafio causado por el compuesto evaiuado. En concordancia con
ello se reconocen cuatro _niveles: mutacion génica (nivel 1), mutacion
cromosémica (nivel ), dafio primario del ADN (nivel Hll), transformaciones
celulares (nivel V), entre otras alteraciones. Los ensayos pertenecientes a los
dos primeros niveles son muy variados y ampliamente utilizados, en especial las

pruebas in vitro que se caracterizan por tener una alta sensibilidad y precision.
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En los ultimos afios las pruebas para medir dafio a nivel primario del ADN, han
alcanzado gran importancia entre los analisis de genotoxicidad.”

Con el fin de detectar en sus etapas iniciaies la accidén scbre el material genético
se utilizan las siguientes determinaciones in vitro que son muy utilizadas en
nuestro medio para detectar genotoxicidad inicial: Aberraciones Cromosoémicas,
intercambio de cromatides hermanas, micronicleos, mutaciones genéticas a
nivel de Locus HPRT, sintesis de ADN no programada y electroforesis de una
célula (ensayo del cometa).*®

2.11. Electroforesis en gel

La electroforesis en gel es un modo conveniente de cuantificar el ADN y analizar
su estado fisico al mismo tiempo, se puede visualizar si existen contaminantes
que pueden estar presentes en la muestra de ADN o si esta degradado.””

La electroforesis es la aplicacion de las técnicas de separacion de
macromoléculas en un campo eléctrico en funcion de su tamafo y carga
eléctrica superficial, se define como el método de separacion de sustancias
cargadas al aplicar un campo eléctrico, de modo que se diferencian en el.
comportamiento en un campo electrico. Aquellas particulas cargadas
positivamente (cationes) migraran hacia el catodo y las cargadas negativamente
(aniones) hacia el anodo.*®

Entre las macromoléculas, las mas utilizadas son las proteinas seguidas de los
acidos nucleicos, ya que ambos tipos presentan una carga importante, algo que
no presentan los lipidos, sin contar con que son insolubles.*

El método consiste en inmovilizar las muestras en estudio en un material
gelatinoso (gel). El gel se somete a una corriente eléctrica durante un periodo de
tiempo determinado. Cada muestra comenzara a migrar a través de ios poros del
gel con una velocidad diferencial, que dependera de la carga eléctrica y del

tamarno molecular. Cuando las separaciones se han completado se interrumpe el
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paso de corriente y las muestras separadas se tifien para visualizarse. Cada
muestra se encontrara a una distancia distinta respecto al origen.*®

Los acidos nucleicos presentan carga y son solubles ya que tienen un grupo
fosfato, parte que éonﬁere la carga, y esta presente de forma regular en la
estructura. Los acidos nucleicos tienen la capacidad de migrar en un campo
eléctrico y por tanto, son susceptibles de ser separados por electroforesis.*®

El gel se encuentra sumergido en un electrolito tamponado con tris-Borato (no
glicina), para garantizar que los acidos nucleicos estén cargados negativamente;
por esto a la técnica se le denomina electroforesis de inmersién. Las moléculas
migraran hacia el polo positivo, de modo que viajaran en esa direccion por el gel,
separandose por tamario ( n° de nucleétidos), a la hora de cargar la muestra se
colocan unos marcadores de frente (loadingdye) que nos permita detener la
electroforesis en el momento que lo creamos oportuno.®®

Para visualizar las bandas, hay que tefiir el gel o marcar radiactivamente las
moléculas. El método mas utilizado en geles de agarosa es el bromuro de etidio,
el cual se comporta como un agente intercalante, de modo que ademas de
disminuir la densidad de la molécula, tiene la capacidad de emitir luz cuando se
le excita con luz ultravioleta. Hay que tener cuidado con este compuesto ya que
es altamente cancerigeno.*

La electroforesis en gel es muy utilizada en la deteccién, control de pureza,
caracterizaciéon, cuantificacion (por comparacidon con controles) asi como
preparacion y purificacion (por extraccion de bandas desde el gel) de moléculas
y fragmentos de DNA y RNA %

La electroforesis en gel tiene dos mecanismos de separacion: la electroforesis,
que separa por la relacion carga/tamario y el tamizado por el gel, que separa
mayormente por tamafo. Los geles mas comunes son agarosa y'

poliacrilamida.*
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IIl. MATERIALES Y METODOS
3.1.Lugar del trabajo de investigacion
El presehte trabajo de investigacion se desarrolld, durante los meses de
setiembre del 2013 a mayo del 2014. La obtencién de los extractos y tamizaje
fitoquimico de las plantas en estudio se llevé a cabo en el laboratorio de
Fafmacognosia del Area de Farmacia; la obtencién de ADN de linfocitos
humanos y los ensayos de genotoxicidad se realizé en el Centro de
Investigacién en Biologia Molecular y Bioinformatica de la Facultad de Ciencias
Bioldgicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga.
3.2. Definicion de poblacion y muestra
Poblacién: Plantas de Oenothera rosea Ait “yawar suqu”, Piper elongatum Vahl
“matico” y Xanthium catharticum HBK “amor seco”, que crece en la localidad de
Nahuinpuquio de la ciudad de Ayacucho. |
Muestra: Se realizd6 un muestreo por conveniencia de los vegetales en estudio
seleccionando manualmente las mejores hojas para el obtener el extracto
correspondiente de la siguiente manera
e 500 g de hojas frescas de Oenothera rosea Ait "yawar suqu”.
e 500 g de hojas frescas de Piper elongatum Vahl “matico”.

¢ 500 g de hojas frescas de Xanthium catharticum HBK “amor seco’.
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3.3. Disefio metodolégico para la recoleccion de datos

3.3.1. Recoleccion e identificacion de la muestra.

Las muestras fueron recolectadas al azar, durante el mes de setiembre de la
localidad de Nahuinpuquio de la ciudad de Ayacucho; fueron transportadas al
Laboratorio de Farmacognosia, donde fueron secadas al medio ambiente,
previamente acondicionada, teniendo como base papel Kraft, fue cambiada
constantemente y volteando la muestra para un secado uniforme, evitando el
deterioro por la humedad y separando aquellas que cambien de color o
muestren signos de alteracion. Una vez secada la muestra, se trituré empleando
un mortero, con la finalidad de reducir hasta un polvo fino y se procedié a realizar
la preparacion de los extractos hidroalcohélico. Para Ia identificacién taxonémica
se emplearon muestras con flores, vainas y hojas lo que corresponde a cada
planta, lo cual sé realizd en el Laboratorio de Botanica de la Facultad de
Ciencias Bioldgicas, con ceriificacion a cargo de la Blga. Laura Aucasime Medina
(Anexo 1,2y 3)

3.3.2. Preparacion del extracto hidroalcohélico.

Los 500 g de muestra seca y pulverizada de cada planta medicinal en estudio,
se macerd en un frasco de vidrio color ambar por siete dias, para ello se utilizo 1
L de alcohol 80° y cubrir a la muestra por lo menos con 1 cm de diferencia;
durante el proceso se agitd el frasco por 15 minutos dos veces al dia para que el
alcohol se distribuya homogéneamente en la muestra. Las muestras en
maceracion se mantuvieron en un lugar fresco y oscuro. Luego se precedié a
filtrar con ayuda del papel filtro, finalmente se llevo a un evapofador rotatorio
BUCHI-3000 a presion reducida y se concentrd a sequedad en una estufa

Memmert. A partir de las cuales se realizé el tamizaje fitoquimico.
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3.3.3 Tamizaje fitoquimico def extracto hidroalicoholico de las hojas de
Oenothera rosea Ait “yawar suqu”, Piper elongatum Vahl “matico” y
Xanthium catharticum HBK “amor seco”.

Se realizé una marcha fitoquimica cualitativa a los extractos obtenidos de las

plantas medicinalles en estudio, para determinar la presencia de los diferentes

metabolitos © secundarios tales como: alcaloides, lactonas, cumarinas,
flavonoides, quinonas, catequinas, saponinas, azlcares reductoras, taninos,
fenoles, aminas, cardendlidos y resinas. Las reacciones de identificacién se

realizaron siguiendo la metodologia propuesta.*’(Anexo N° 5).

La identificacion cualitativa de los principales-grupos de metabolitos secundarios

se realizo me_diante ensayos de coloracién y precipitacion.*

a) Determinacién de las caracteristicas organolépticas

Color: Se tomé cantidad suficiente de muestra en un tubo de ensayo, esta fue

colocada en un fondo blanco, para observar y determinar el color.

Olor: Se tomé cantidad suficiente de muestra en un tubo de ensayo, se percibio y

se determiné el olor. |

Sabor: Se tomé cantidad suficiente de muestra en un tubo de ensayo, para luego

hacer contacto con la lengua y se determiné el gusto.

Aspecto: Se tomé cantidad suficiente dé muestra en un tubo de ensayo, se

observo y se determiné el aspecto.

b) Identificacion de compuestos quimicos

La identificacion de los diferentes compuestos quimicos (metabolitos

secundarios) delos extractos hidroalcohélicos al 80% de Oenothera rosea Ait

“yawar suqu”, Piper elongaturn Vahl “matico” y Xanthium catharticurn HBK “amor

seco “, fueron realizadas siguiendo los procédimientos de Miranda M. y Cuellar

A. del Instituto de Farmacia y Alimentos de la Universidad de la Habana -

Cuba.®
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c¢) Determinacion de la solubilidad.

Solubilidad en agua: Se vertié en un tubo de ensayo 1 mL de agua destilada,‘
luego se afadio 1 g de muestra, se agito fuertemente, en caso de no disolverse
se aumento el disolvente a 10 mL, se agitd y observd, asi sucesivamente para
las tres muestras en estudio.

Solubilidad en alcohol: Se vertié en un tubo de ensayo 1 mL de alcohol etiiico,
luego afadimos 1 g de muestra, se agito fuertemente, en caso de no disolverse
aumentamos el disolvente a 10 mL se agi'tc’) y observo, asi sucesivamente para
las tres plantas en estudio.

3.4Extraccion de ADN genomico de linfocitos humanos:

A partir de ésta etapa, el estudio se realizé en el Centro de Investigacion en
Biologia Molecular y Bioinformatica; se consiguié la donacién de una bolsa
colectora de sangre “cuadruple” fraccionada, conteniendo el paquete de glébulos
blancos (para desecho), del Banco de Sangre del Hospital Regional de

Ayacucho “Miguel Angei Mariscal Llerena”, para la obtencién del ADN gendmico

de linfocitos con el siguiente protocolo descrito en Miranda T.*'

1. Se transfirio 1 mL de sangre (paquete globular) a un tubo de centrifuga con
tapa rosca y se adicioné 9 mL del tampdn Tris— HCL 50 mM (pH 7.7)
precalentado a 37 °C.

2. Se homogenizé e incubé a 37 ° C por 30 minutos, se centrifugd a 2500 rpm
por 10 minutos para sedimentar los linfocitos. |

3. Se descarto el sobrenadante aspirandolo con una pipeta Pasteur, dejando 1
mL del centrifugado en la parte inferior del tubo.

4. Se repiti6 dos veces, los procedimientos 3 (esta vez con 5 mL de tampon
Tris — HC! 50 mM (pH 7.7), 4 y 5 hasta tener un preparado claro.

5." Se adicion6 1 mL de centrifugado, 9 mL de solucion salina (NaCl al 0.85%) se

homogenizo y centrifugd a 2500 rpm/ 10 minutos.
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10.

1.

Se asbiré y descarté el sobrenadante dejando sodlo el sedimento, se
resuspendié el paquete celular en 0.4 mL de la solucién “high TE"  (Tris-
HCI50 mM, pH 8.0; EDTA 100 mM), luego se transfirid a un tubo de
microcentrifuga de 1.5 mL.

Se adiciono 0.4 mL de solucion de lisis (Tris-HCI 10 mM, pH 8.0; EDTA 40
mM; SDS al 1%; NaCl 10 mM).precalentada a 50 °C.

Se agregd 7 pL de la solucion de proteinasa K (20 mg/mL) y se incubé por
una noche a 53 °C.

Luego se adicioné 750 uL de la solucién cloroformo: alcohol isoamilico (24: 1)
y homogenizé por inversion, delicadamente durante 10 minutos.

Se instald el tubo en la microcentrifuga por 10 minutos a 14000 rpm para
separar las fases, luego se aspird la fase superior acuosa que contiene el
DNA y transfirié a un tubo nuevo de microcentrifuga de 1.5 mL.

A la fase acuosa, se adicioné 750 pL de la solucién de cloroformo: alcohol

_ isoamilico (24:1) y homogenizé por inversion durante 5 minutos. Nuevamente

12.

13

14.

19

o2

se centrifugé por 10 minutos a 14000 rpm, se aspird la fase acuosa que
contiene el DNA y transfirié a un tubo nuevo de microcentrifuga de 2 mL.

Se adicioné la solucién de acetato de sodio 3M, pH 5.2. en cantidad de 20 pL.
Se agregd 600 ul de alcohol isopropilico helado y dejé en reposo por 1 hora
en hielo. Luego se centrifugd por 15 minutos a 14000 rpm.

Se elimind cuidadosamente el sobrenadante y enjuagé el sedimento con 1 mL
de etanol al 70%.

Se centrifugé nuevamente por 10 minutos a 14000 rpm. eliminando el alcohol
y dejando secar el sedimento a temperatura ambiente.

Se résuspendié el sedimento con 80 L de la solucién “low TE" (Tris HCI50

mM, pH 8.0; EDTA 1 mM) y se guardo en ia nevera.
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3.5 Cuantificacion de ADN gendmico de linfocito humano extraido

3.5.1 Por espectrofotometria

Procedimiento:;

1.

Se homogenizé las muestras de ADN con una micropipeta de 100 pl,
manteniendo el tip dentro de la muestra, luego presionando y retrocediendo
el pulsador lentamente de manera uniforme unas 20 veces.

Se prepard el espectrofotometro UV marca Eppendorf BioPhotometer plus,
con la opcién de cuantificacion de ADN.

Para limpiar la superficie de muestra del adaptador se deposité 2 pL de
agua PCR por un minuto y se absorbié el agua utilizando papel “tissue”.
Nuevamente se debosité 2 pL de agua PCR sobre la superficie del
adaptador, se coloco la tapa de 10 — Lp 0,2 mm y se presiond la opcion
BLANK para calibrar y obtener “cero de Absorbancia” (0,000 A®).

Se absorbio el agua utilizando papel “tissue”, luego se depositd 2 pL de la
muestra de ADN, se coloco la tapa y presioné la opcion SAMPLE para ver
el resultado de la cuantificacion y pureza de ADN en |la pantalla del equipo;
iuego se absorbid [a muestra con papel “tissue”.

Se repitid los pasos 4 y 5 para la cuantificacion de cada muestra de ADN.
Terminada ia cuantificacién de ADN, se depositéo 2 pl de agua PCR, se

dejé por un minuto luego se seco con papel “tissue” y apagé el equipo.

3.6. Ensayos de la genotoxicidad “in vitro™:

Se desarrollé siguiendo el “método Tomasevich” propueste por Miranda®'; con

las siguientes fases:

3.6.1. Fase I: Cuantificacion y preparacion de Stock de ADN gendmico de

linfocitos humano

El ADN gendmico de linfocitos humanos obtenido, fue cuantificado por

espectrofotometria UV en Eppendorf BioPhotometer plus; luego se preparo un
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stock a concentracion de 1000 ng/plL en velumen final de 150 pL, para cada
planta medicinal en estudio.

3.6.2 Fase |l: Prueba de genotoxicidad “in vitro” de ADN gendmico de
linfocitos humano

Se preparé Iz_zs soluciones de los extractos hidroalcoholico de cada planta
medicinal, a concentraciones de 5 mg/mL, 10 mg/mL, 50 mg/mbL y 100 mg/mL,
con agua bidestilada estéril.

Se acondiciond las soluciones de genotoxicidad “in vitro” de los extractos de las
plantas medicinales en estudio, con ADN genomico de linfocitos humanos, de
acuerdo al detalle siguiente:

Tabla 1. Preparaciéon de las soluciones para la prueba de genotoxicidad “in vitro”

en ADN gendmico, por efecto de extracto hidroalcohdlico de planias medicinales.
Ayacucho 2013

SOLUCIONES PARA PRUEBA DE

CONDICIONES GENOTOXICIDAD “in vitro”

N° de tubo 1 2 3 4 5 6 i 8 9

Stock de ADN (1 000 ng/pL.)

i4 14 14 14 14 14 14 14 14
Volumen en pL

Concentracion

Extracto {(mg/mL) 5 10 50 100 5 10 50 100 -
hidroalco
hélico Volumen

(uL) 6 6 6 6 6 6 6 6 -
Agua bidestilada esteéril - - - - - - - - 6
Volumen total (pL) 20 20 20 20 20 20 20 20 20
Incubacién a 37°C (h) 1 4 -

Se realizaron 4 repeticiones de las pruebas de genotoxicidad “in vitro”, de cada

planta medicinal en estudio.
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3.6.3 Fase llI: Electroforesis para la deteccién de genotoxicidad
Se preparo el gel de agarosa a 1% y se dispuso en una camara de electroforesis
Biometra.
Para el volumen de carga en gel de agarosa, se utilizé las siguientes cantidades:
1 pL de loading (colorante sefalizador de migracion de las bandas), 4 pL de la
solucidén para la prueba de genotoxicidad “in vifro” y 2 pL de agua bidestilada
esteéril, volumen final 7 pL; se mezcld y se cargd en el respectivo pozo del gel de
agarosa para electroforesis.
Se instalo la camara de electroforesis a la fuente de poder y programé a 30
voltios (V) por 5 horas.
3.6.4 Fase IV: Radiacion UV para la visualizacion de genotoxicidad
Luego del tiempo de corrido electroforético, se sumergié el gel de agarosa en
una solucion de bromuro de etidio al 1% durante 10 minutos aproximadamente,
se enjuagdé con agua corriente dos veces y para visualizar las bandas y/o
fragmentos de ADN productos de la genotoxicidad, se colocé el gel en radiacién
“de Iuz ultra violeta, dentro del sistema de registrador de imagenes Biometra
UVsolo TS.
3.6.5 Fase V: Interpretacion y clasificacion del registro visual de
genotoxicidad
La escala de los valores numéricos correspondientes a los niveles de
fragmentacion del ADN como producto de la genotoxicidad, visualizados en el
registro fotografico, fueron basados en la clasificacion del "ensayo cometa”

Tabla 2. Valoracién numérica de la genotoxicidad.

[ CLASE GENOTOXICIDAD

0 Fragmentacion de ADN < 5%

Fragmentacion de ADN entre 5 a 20%

Fragmentacion de ADN entre 20 a 40%

1
2

3 Fragmentacion de ADN entre 40 a 95%
4 Fragmentacion de ADN > 95%
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3.7. Analisis de datos

Los datos fueron agrupados y presentados en tablas, expresados en registros
fotograficos y figuras que explican mejor los hallazgos. Se aplico la prueba de
Mann-Whitney y prueba de Kruskal-Wallis a un nivel de significancia del 95%
para el andlisis de los resultados de la genotoxicidad, con valores numéricos que
indican esta actividad de las plantas medicinales en estudio, sobre el ADN

gendémico de linfocitos humano.
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IV. RESULTADOS

Tabla 3: Caracteristicas fisicoguimicas de los extractos hidroalcohdlicos de
Oenothera rosea Ait “yawar suqu”, Piper elongatum Vahl “matico” y Xanthium
catharticum HBK "amor seco”. Ayacucho, 2013

CARACTEISTICAS RESULTADOS
ENSAYOS

FISICOQUIMICAS “yawar suqu” “m.atico” fSTiOF Sech”
Color verde oscuro verde oscuro verde claro
Olor suigeneris suigeneris Suigeneris

ORGANOLEPTICO
Sabor Amargo Amargo Amargo
Aspecto mucilaginoso mucilaginoso  Mucilaginoso
Agua poco soluble poco soluble poco soluble

SOLUBILIDAD Metanol soluble soluble Soluble

Cloroformo muy soluble muy soluble  muy soluble
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Tabla 4: Identificacién cualitativa de metaboiilos secundarios presentes en el

extracto hidroalcohdlico de Oerothera rosea Ait "yawar suqu”. Ayacucho 2013.

Metabolitos .

tab 't. Ensayos Resultados Observaciones
secundarios
Alcaloides Wagner +++ Turbidez
Lactonas ylo Baljet ++ recipitado naranja
cumarinas J PFECip g
Fenoles y/o Cloruro férrico +44 azul intensa
taninos
Flavonoides Shinoda +++ coloracién amarilla
Quinonas Borntrager + turbidez
Glicasidas Kedde ++ Colaraciéon naranja

cardioténicos

Leyenda:

(+) : Leve
(++) :Moderada
(+++) : Abundante
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Tabla 5: ldentificacién cualitativa de metabolitos secundarios presentes en el

extracto hidroalcohdlico de Piper elongatum Vahl “matico”. Ayacucho 2013.

Metabollt-os Ensayos Resultados Observaciones
secundarios
Alcaloides Wagner +++ Turbidez .
Lactonas y/o . o o :
e ot Baljet +4+ Precipitado marroén
Fe’.‘"'es yio Cloruro férrico +++ Coloracion azul
taninos
Flavonoides Shinoda +++ Coloracion naranja
Quinonas Borntrager ++ Coloracién roja
Giicosidos Kedde ++ Coloracion azul

cardiotonicos

Leyenda:
(+) : Leve

(++) : Moderada
(+++) : Abundante
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Tabla 6: ldentificacién cualitativa de metabolitos secundarios presentes en el
extracto hidroalcohdlico de Xanthium catharticum HBK “"amor seco”. Ayacucho

2013.
Metabolitos .
. Ensayos Resultados Observaciones
secundarios
Alcaloides Wagner ++4 Turbidez
Fer_mles ylo Cloruro férrico + coloracién oscura
taninos
Flavonoides Shinoda ++4+ coloracion verde
amarillento
Quinonas Borntrager ++ coloracién naranja
Leyenda:
(+) : Leve

(++) : Moderada
(+++) : Abundante
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Tabla 7. Cuantificacién por espectrofotometria uitra violeta de ADN gendmico

extraido de linfocitos humanos. Ayacucho 2013.

PUREZA DE
Muestra Concentracion ADN PROTEINAS ADN
ADN.pgmi A 260 A 280 A260/A280
1 1000 0,583 0,300 1,94
2 1000 0,654 0,352 1,86
Leyenda:

A 260 : Absorbancia de la luz a 260 nanémetros de longitud de onda.

A 280 : Absorbancia de la luz a 280 nanémetros de longitud de onda.
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Leyenda:

Carril 1: Con 5 mg/mL del extracto, durante 1 hora.

Carril 2: Con 10 mg/mL del extracto, durante 1 hora.

Carril 3: Con 50 mg/mL del extracto, durante 1 hora.

Carril 4: Con 100 mg/mL del extracto, durante 1 hora.

Carril 5: Con 5 mg/mL del extracto, durante 4 horas.

Carril 6: Con 10 mg/mL del extracto, durante 4 horas.

Carril 7: Con 50 mg/mL del extracto, durante 4 horas.

Carril 8: Con 100 mg/mL del extracto, durante 4 horas.
Carril 9: ADN de linfocitos humanos a 1 000 ng/pL (control).

Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa al 1%, producto de la genotoxicidad

del ADN genoémico de linfocitos humanos, con extracto hidroalcohdlico al 80% de
QOenothera rosea Ait “yawar suqu”. Ayacucho 2013.
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Figura 2. Genotoxicidad del ADN genomico de linfocitos humanos, con extracto
hidroalcohélico de Oenothera rosea Ait “yawar suqu”. Ayacucho 2013,
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Figura 3. Genotoxicidad del ADN genémico de linfocitos humanos, con extracto
hidroalcohdlico de Oenothera rosea Ait "yawar suqu”. Ayacucho 2013.
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Leyenda:

Carril 1: Con 5 mg/mL del extracto, durante 1 hora.

Carril 2: Con 10 mg/mL del extracto, durante 1 hora.

Carril 3: Con 50 mg/mL del extracto, durante 1 hora.

Carril 4: Con 100 mg/mL del extracto, durante 1 hora.

Carril 5: Con 5§ mg/mL del extracto, durante 4 horas.

Carril 6: Con 10 mg/mL del extracto, durante 4 horas.

Carril 7: Con 50 mg/mL del extracto, durante 4 horas.

Carril 8: Con 100 mg/mL def extracto, durante 4 horas.
Carril 9: ADN de linfocitos humanos a 1 000 ng/uL (control).

Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa al 1%, producto de la genotoxicidad

del ADN gendmico de linfocitos humanos, con extracto hidroalcohélico al 80% de
Piper elongatum Vahl "matico”. Ayacucho 2013.
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Figura 5. Genotoxicidad del ADN gendmico de linfocitos humanos, con extracto
hidroalcohdélico de Piper elongatum Vahl “matico”. Ayacucho 2013.
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Figura 6. Genotoxicidad del ADN gendmico de linfocitos humanos, con extracto

hidroalcohdlico de Piper elongatum Vahl “matico”. Ayacucho 2013.
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Leyenda:

Carril 1: Con 5 mg/mL del extracto, durante 1 hora.

Carril 2: Con 10 mg/mL del extracto, durante 1 hora.

Carril 3: Con 50 mg/mL del extracto, durante 1 hora.

Carril 4: Con 100 mg/mL del extracto, durante 1 hora.

Carril 5: Con 5§ mg/mL del extracto, durante 4 horas.

Carril 6: Con 10 mg/mL del extracto, durante 4 horas.

Carril 7: Con 50 mg/mL del extracto, durante 4 horas.

Carril 8: Con 100 mg/mL del extracto, durante 4 horas.

Carrit 9: ADN genémico de linfocitos humanos a 1 000 ng/uL (control)

Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa al 1%, producto de la genotoxicidad

del ADN gendmico de linfocitos humanos, con extracto hidroalcohdlico al 80% de
Xanthium catharticum HBK “amor seco”. Ayacucho 2013.
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Figura 8. Genotoxicidad del ADN gendémico de linfocitos humanoes, con extracto
hidroalcohdlico de Xanthium catharticum HBK “amor seco”. Ayacucho 2013.
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V. DISCUSION

La evaluacidn genotéxica de plantas medicinales deben ser realizadas, en
primera instancia, mediante ensayos “in vitro” si es que resultara negativo se
prosigue con el ensayo “in vivo”, para demostrar el dafio a nivel del ADN.?

La tabla 3, muestra los resultados de los ensayos organolépticos realizado a las
tres espécies en estudio, se pudo determinar de que el extracto hidroaicohdlico
de "amor seco” es de color mucho mas claro que el “yawar suqu”’ y el “matico”;
respecto al olor las tres especies tienen el misma caracteristica, al sabor las tres
especies son muy amargas Yy al aspecto son muy mucilaginosos,; para el ensayo
de solubilidad se pudo determinar que las tres especies son poco solubles en
agua, pero si muy solubles en solventes organicos como el alcohol y cloroformo.

En el tamizaje fitoquimico realizado a Oenothera rosea Ait “yawar suqu” se
puede notar en la tabla 4, se observa presencia abundante de alcaloides,
fenoles, taninos, flavonoides seguido de una moderada presencia de glicésidos
cardiotonicos, lactonas y cumarinas a su vez una leve cantidad de quinonas.

Al realizar el tamizaje fitoquimico de Piper elongatum Vahl “matico” se puede
observar en la tabla 4 la abundante presencia de metabolitos secundarios tales
como alcaloides, lactonas, tahinbs, flavonoides y moderada cantidad de
quinonas y glicosidos cardioténicos.

En el tamizaje fitoquimico realizado a Xanthium catharticum HBK “amor seco” se

puede notar en la tabla 6 la presencia abundante de alcaloides y flavonoides
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seguido de la moderada cantidad de quinonas a su vez una leve cantidad de
fenoles.

La figura 1 mueétra los registros fotograficos de electroforesis en gel de agarosa
al 1% de la genotoxicidad de ADN gendmico de linfocitos humanos de 1000
ng/uL, por efecto del extracto hidroalcoholico obtenido de Oenothera rosea Ait
“yawar suqu” a concentraciones de 5 mg/mL, 10 mg/mL, 50 mg/mL y 100 mg/mL
con dos tiempos de incubacién a 37 °C, cuanto menor es la concentracién del
extracto como en los carriles 1, 2 y 3 con 5 mg/mL, 10 mg/mL y 50 mg/mL la
genotoxicidad es minima (menor de 5%),mientras que con 100 mg/mL durante
una hora, la fragmentacién del ADN es entre 20% a 40%. Se puede observar
ademas, con-cuatro horas de incubacién, la fragmentacion es similar entre 5
mg/mL, 10 mg/mL y 50 mg/mL (menor a 5%), pero a concentracién de 100
mg/mi la fragmentacion del ADN es entre 20% a 40%, se puede apreciar que
presenta ligeramente mayor degradaciéon que a una hora de incubacion. Se
puede observar las “colas” con fragmentos tenues en cada carril dependiendo
directamente de su cantidad, tamafio y referente a la concentracion del extracto,
el carril 9 muestra el corrido de ADN control a 1 000 ng/uL con el que se empezod
a trabajar la genotoxicidad. Esta fotografia revela el efecto genotoxico visible a
concentracion de 100 mg/mi del extracto hidroaicohdélico de Oenothera rosea Ait
"yawar suqu”, siendo Iigerarhente mayor a cuatro horas de incubacion respecto a
una hora.

Al analizar de manera general los dos tiempos de incubacion con la prueba de
Mann-Whitney (Anexo 18) podemos corroborar que el tiempo no influye en el
efecto genotéxico (p=0,501) del extracto de Oenothera rosea Ait "yawar suqu”;
como se observa en las figuras 2 y 3, que a menor tiempo de incubacion la
genotdxicidad es muy notoria. Mientras que la concentracién es muy influyente

en el efecto genotdxico del “yawar suqu”, (p=0,000). (Anexo19).
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La figura 4 muestra la grafica de genotoxicidad del ADN genémico de linfocitos
humano, con extracto de Oenothera rosea Ait “yawar suqu” a diferentes
concentraciones, durante una hora y cuatro horas de incubacién a 37 °C, que
resulta (p=0,013) y (p=0,004), respectivamente, por tanto las concentraciones
influyen directamente en el efecto genotoxico. (Anexo 20).

Tobe, en su estudio de la parte aérea de la especie Oenothera rosea Ait, se
midié su actividad antibacteriana y su toxicidad frente a Artemia salina. Dentro de
los grupos de metabolitos secundarios se determind presencia de alcaloides,
flavonoides, terpenos, esteroides y glicdsidos. Detectaron alcaloides en el
extracto hexanico de Oenothera rosea Ait la planta presentdé actividad
antibacteriana frente a las especies de prueba y toxicidad frente a Artemia salina.
Muriel’, en un estudio de Oeriothera rosea Ait se reporté la presencia de
flavonoides, y demostro la actividad antiiﬁflamatoria de extractos acuosos
encontrandose mayor eficacia antiinflamatoria a 250 mg/Kg. de peso en
cobayos, respecto a la actividad hepatoprotectora contra el dafio producido por
el baracetamol, se concluye que se obtienen mejores resultados a la dosis de
250 mg/Kg del extracto acuoso liofilizado.

Everett®, realizé un estudio sobre la bioactividad y toxicidad de las hojas y tallos
de Oenothera rosea Ait en extractos acuosos y hidroalcohdlico, concluyendo que
son ligeramente toxicos.

El registro fotografico de electroforesis en gel de agarosa al 1% de la figura4, son
productos de la genotoxicidad del ADN gendmico de linfocitos humanos a 1 000
ng/uL por efectos del extracto hidroalcohdlico de Piper elongatum Vahl “matico”,
a concentraciones de 5 mg/mL, 10 mg/mL, 50 mg/mL y 100 mg/mL en dos
tiempos de incubacién a 37 °C, podemos observar que la intensidad del color de
las bandas de ADN se mantienen casi homogéneamente, pero de los carriles 1,

2, 3 y 4 muestran fragmentos de ADN que se expanden en la trayectoria de los
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carriles en forma de “colas”, cada vez mas largas en proporcién a la cantidad,
siendo éstas “colas” mas notorias en los carriles 5, 6, 7 y 8 que gradualmente
son mas largas, directarnente proporciona! a la cantidad de ADN fragmentado
dependiendo directamente de la concentracion de los extractos; el carril 9 es el
ADN control mostrando la concentracion de 1 000 ng/uL, con la cual se inicié el
proceso de ensayo de genotoxicidad. Esta fotografia nos revela el débil efecto
genotoxico del extracto hidroalcohdlico de Piper elongatum Vah! “matico” en las
cuatro concentraciones con las que se desarrollé este ensayo.

Al analizar de manera general los dos tiempos de incubacion con la prueba de
Mann-Whitney (Anexo 18) podemos corroborar que el tiempo no influye en el
efecto genotdxico (p=0,097) del extracto hidroalcohélico de Piper elongatum Vah!
“matico”; como se observa en las figuras 5 y 6, que a menor tiempo de
incubacién la genotoxicidad es muy notoria. Mientras que la concentracién es
muy influyente en el efecto genotdxico del “matico”, (p=0,002). (Anexo19).

La figura 4 muestra la grafica de genotoxicidad del ADN gendmico de linfocitos
humano, con extracto hidroaicohélico de Piper elongatum Vahl ‘matico” a
diferentes concentraciones, durante una hora y cuatro horas de incubacion a
37°C, que resulta (p=0,173) y (p=0,010), por tanto las concentraciones influyen
directamente en el efecto genotoxico. (Anexo 20).

El registro fotografico de la figura 7, de electroforesis en gel de agarosa al 1%
nos muestra los productos de la genotoxicidad representado por la
fragmentacién del ADN gendmico de linfocitos humanos a concentracion inicial
de 1 000 ng/uL, por efecto del extracto hidroalcohélico de Xanthium catharticum
HBK “amor seco” a concentraciones de 5 mg/mL, 10 mg/mL, 50 mg/mL y 100
mg/mL, que fueron realizados con dos tiempos de incubacién a 37°C: los carriles
1 y 2 muestran el producto de la genotoxicidad con fragmentacion ménor a 5%,

los carriles 3 y 4 muestran fragmentacion entre 20% a 40%,durante una hora de
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incubacion. Los carriles 5, 6, 7 y 8 muestran productos de la genotoxicidad
durante cuatro horas de incubacion, podemos observar que existen una ligera
disminucion en la intensidad del color que va directamente proporcional a la
concentracion de ADN, igualmente los carriles 5 y 6 con fragmentacion menores
a 5%, los carriles 7 y 8 entre 20 a 40% de fragmentacién, pero aparentemente
con menor fragmentacion que los carriles 3 y 4 que tienen la misma
concentracion de extractos y solo una hora de incubacion, esto podria deberse a
variaciones en el pulso cuando se manipula la micropipeta; el carril 9 muestra el
corrido de ADN control 2 1 000 ng/uL con el que se empezd a trabajar la
genotoxicidad. Esta fotografia revela el efecto genotoxico visible a
concentraciones de 50 mg/mL y 100 mg/mL del extracto hidroalcohdlico de
Xanthium catharticum HBK “amor seco”.

Al analizar de manera general los dos tiempos de incubacién con la prueba de
Mann-Whitney (Anexo 18) podemos corroborar que el tiempo no influye en el
efecto genotdxico (p=0,752) del extracto de Xanthium catharticum HBK “amor
seco”; como se observa -en las figuras 8 y 9, que a menor tiempo de incubacién
la genotoxicidad es muy notoria. Mientras que la concentraciéon es muy influyente
en el efecto genotdxico de la “amor seco”, (p=0,000). (Anexo19).

La figura 7 muestra la grafica de genotoxicidad del ADN genémico de linfocitos
humano, con extracto de Xanthium catharticum HBK “amor seco” a diferentes
concentraciones, durante una hora y cuatro horas de incubacion a 37°C, que
resulta  (p=0,006) y (p=0,006), por tanto las concentraciones influyen

directamente en el efecto genotéxico. (Anexo 20).
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Vi. CONCLUSION

¢« El extracto hidroalcohdlico de las plantas medicinales antiinflamatorias
Oenothera rosea Ait “yawar suqu”, Piper elongatum Vahl ‘matico” vy
Xanthium catharticum HBK “amor seco”, presentan efecto genotoéxico in vitro
sobre el ADN genomico de linfocitos humano.

e Los metabolitos secundarios identificados en extractos hidroalcohdlicos de:
“yawar suqu” y ‘matico” fueron alcaloides, lactonas y/o cumarinas, fenoles y/o
taninos, flavonoides, quinonas y glicdsidos cardiotdnicos;y en extracto
hidroalcohdlico de “amor seco” alcaloides, fenoles y/o taninos, flavonoides y
quinonas; las tres plantas presentan las mismas caracteristicas
organolépticas y de solubilidad.

» En el efecto de la genotoxicidad del latex dé “yawar suqu”, ‘matico” y “amor
seco”; no influyen (p=0,501, p=0,097 y p=0,752) los tiempos de incubacion,

pero si (p=0,000, p=0,002 y p=0,000) la concentracion del extracto.
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Vii. RECOMENDACIONES
e Desarrollar trabajos de genotoxicidad en cultivos celulares con el “ensayo

comela” y ensayos “in vivo" para continuar con el conocimiento de estos

efectos.

« Ampliar estudios de genotoxicidad con otras plantas medicinales de uso

comun en nuestra sociedad.
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ANEXO 1

EL JEFE DEL HERBARIUM HUAMANGENSIS DE LA FACULTAD DE
CIENCIAS BIOLOGICAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN
CRISTOBAL DE HUAMANGA

CERTIFICA

Que, el Bach. en Farmacia y Bioquimica, Sr. Gabriel Misael, ALARCON
GOMEZ, ha solicitado la gdentiﬁcacién de una muestra vegetal para frabajo de
tesis,

Dicha muestra ha sido estudiada y deferminada segun € Sistema de Clasificacion
de Cronquist. A. 198B. y es como sigue:

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA

CLASE ; MAGNOLIOPSIDA

SuB CLASE ] ROSIDAE

ORDEN : MYRTALES

FAMILIA : ONAGRACEAE

GENERO ; Oenothera ‘
ESPECIE : Oenothera rosea Ait..

NV, : “yawar suqu”, “chupa sangre”

Se expide |a certificacion correspondiente a solicitud del interesado para

los fines que eslime conveniente.

Ayacucho, 07 de Octubre del 2013

DY T erastee Sadins

-
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ANEXO 2

EL JEFE DEL HERBARIUM HUAMANGENSIS DE LA FACULTAD DE
CIENCIAS BIOLOGICAS DE LA UNIVERSIDAD NAC]ONAL DE SAN
CRISTOBAL DE HUAMANGA

CERTIFICA

Que, el Bach. en Farmacia y Bioquimica, Sr. Gabriel Misael, ALARCON
GOMEZ, ha solicitado la identificacion de una muestra vegetal pafa frabajo de
tesis.

Dicha muestra ha sido estudiada y determinada segun el Sistema de Clasificacion

de Cronguist. A. 1988. y es como sigue:

DIVISION ; MAGNOLIOPHYTA
CLASE : MAGNOLIOPSIDA
SUB CLASE : MAGNOLIIDAE
ORDEN : PIPERALES

FAMILIA : PIPERACEAE
GENERO : Piper

ESPECIE ; Piper elongatum Vahi.
N.V. : “matico”

Se expide la certificacién correspondiente a solicitud del interesado para
los fines que estime conveniente.

Ayacucho, 07 de Octubre del 2013
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ANEXO 3

EL JEFE DEL HERBARIUM HUAMANGENSIS DE LA FACULTAD DE
CIENCIAS BIOLOGICAS DE LA UNI VERSiDAD NACIONAL DE SAN
CRISTOBAL DE HUAMANGA

CERTIFICA

Que, el Bach. en Farmacia y Bioquimica, Sr. Gabriel Misael, ALARCON
GOMEZ, ha solicitado la identificacion de una muestra vegetél para trabajo de
tesis.

Dicha muestra ha sido estudiada y determinada sequn el Sistema de Clasificacién

de Cronquist. A. 1988. y es como sigue:

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA

CLASE ; MAGNOLIOPSIDA
SUBCLASE ASTERIDAE

ORDEN :  ASTERALES

FAMILIA : ASTERACEAE

GENERO : Xanthium |
ESPECIE : Xanthium catharticum HBK..
N.V, : "amor seco”

. Se expide la certificacion correspondiente a solicitud del interesado para

los fines gue estime conveniente.

Ayacucho, 07 de Octubre del 2013
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ANEXO 4

Protocole de procedimiento muestral para la identificacion y obtenciéon de

los extractos hidroalcohélicos de Oenothera rosea Ait “yawar suqu”,

Piper elongatum Vahi “matico” y Xanthium catharticum HBK “amor seco”.

Ayacucho 2013

(Hojas de Oenothera rosea Ait "yawar suqu”, Piper elongatum Vahl "matico” y
Xanthiumn catharticum HBK "amor seco”)

1

Recoleccion de la muestra

l

1

Identificacion Botanica
(Cronguist A, 1988)

63

l

Secado a temperatura
ambiente y bajo sombra

l

Molienda

l

Maceracion con etanol y
cbtencién del extracto




ANEXO 5

Tamizaje fitoquimico de los extractos etandlicos de las hojas de Oenothera rosea Ait “yawar suqu”, Piper elongatum

Vahl “matico” y Xanthium catharticum HBK “amor seco”. Ayacucho 2013

EXTRACTO HIDROALCOHOLICO

DIVIDIR EN FRACCIONES DE 2 mL

1
ENSAYO DE ENSAYO DE ENSAYO DE ENSAYO DE ENSAYO DE ENSAYO DE
; LIEBERMAN FENOLES Y BORNTRAGER KEDE
CATEQUINA FEHLING ;
Aziicares Triterpenos y TANINOS
Esteroides
reductores
-ENSAYO DE ENSAYO DE ENSAYO DE ENSAYO DE ENSAYO DE ENSAYQ DE
RESINAS BALJET SHINODA NINHIDRINA ESPUMA ALCALOIDES
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Anexo 6

500 g de cada planta:

* Hojas de “yawar suqu”
¢ Hojas de "matico”

e Hojas de “amor seco”

Y

Extracto
alcohoblico

!
} )

Tamizaje Ensayos de |la genotoxicidad
ﬂtoquimlco “in vitrogr

Extractos a concentrfciones

L | l

5 mg/ml 10 mg/ml 50 mg/ml 100 mg/ml

v y
Exposicion de los extractos
sobre el ADN genomico de
linfocitos humanos

y
Electroforesis

\ 4
Observacion del
daio genotoxico

Flujograma del “Método Tomasevich” para determinar la actividad genotoxica “in
vitro” de plantas medicinales propuesto por Miranda*'. Ayacucho 2013
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Anexo 7

Figura 10: Seleccién y secado de las muestras vegetales Oenothera rosea Ait
“yawar suqu’, Piper elongatum Vahl “matico” y Xanthium catharticum HBK “amor
seco”. Ayacucho 2013
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Anexo 8
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Figura 11: Molienda y pesado de las muestras vegetales Oenothera rosea Ait
“yawar suqu®, Piper elongatum Vahl “matico” y Xanthium catharticum HBK “amor
seco”. Ayacucho 2013.
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Anexo 9

Figura 12: Preparacién y maceracion de las muestras alcohélicas Oenothera
rosea Ait “yawar suqu”, Piper elongatum Vahl “matico” y Xanthium catharticum
HBK “amor seco”. Ayacucho 2013.
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Anexo 10

Figura 13: Filtrado y separacién del etanol mediante el rotavapor de las muestras
vegetales Oenothera rosea Ait “yawar suqu”, Piper elongatum Vahl “matico” y
Xanthium catharticum HBK “amor seco”. Ayacucho 2013.
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Anexo 11

< Wi *r"
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Figura 14: Tamizaje fitoquimico realizado a las tres especies vegetales en
estudio Oenothera rosea Ait “yawar suqu”, Piper elongatum Vahl “matico” y
Xanthium catharticum HBK “amor seco”. Ayacucho 2013.
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Anexo12

Figura 15: Reactivos empleados para la extraccién de linfocitos humanos a partir
de sangre. Ayacucho 2013.
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Anexo13

Figura 16: Extraccion de ADN de linfocitos humanos a partir de sangre.
Ayacucho 2013.
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Anexo 14
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Figura 17: Cuantificacién de ADN extraido de linfocitos humano. Ayacucho 2013.
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Anexo 15

Figura 18: Preparacion e incubacion de la muestra para su sembrado respectivo
en la camara de electroforesis de gel de agarosa al 1%. Ayacucho 2013..
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Anexo 16

Figura 19: Sembrado de las muestras en estudio en la camara de electroforesis.
Ayacucho 2013.
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Anexo 17

Tabla 8. Valores numéricos del grado de genotoxicidad de las plantas
medicinales en estudio Oenothera rosea Ait “yawar suqu”, Piper elongatum
Vah! “matico” y Xanthium catharticum HBK “amor seco”. Ayacucho 2013..

.. Tiempo de Concentracion dei extracto hidroalcoholico (mg/ml)

incubacion [ Warsuqu: "o . “matico” . “amorseco”
() T 10 50 100
=3

0

.

ol

-o| =l .ol o o ©
| latal 6l vl &l e
W Wi Wi N N W W w

"ol-olial o of =
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Anexo 18

Prueba de Mann-Whitney del tiempo de incubacion de Oenothera rosea Ait
“yawar suqu”, Piper elongatum Vahl “matico” y Xanthium catharticum HBK “amor
seco”. Ayacucho 2013.

Estadisticos de prueba

GENOTOXICIDAD DE | GENOTOXICIDAD | GENOTOXICIDAD
"YAWAR SUQU" DE "MATICO" DE "AMOR SECQ"
U de Mann-Whitney 111,000 88,500 120,000
W de Wilcoxon 247,000 224,500 256,000
Z -673 -1,659 -,316
Sig. asintética (bilateral) 501 ,097 752
Significacion exacta
538 138 780
[2*(sig. unilateral)}

a. Variable de agrupacion: tiempo (h)

b. No corregido para empates
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Prueba de Kruskal-Wallis de la concentracion de Oenothera rosea Ait “yawar
suqu”’, Piper elongatum Vahi “matico” y Xanthium catharticum HBK “amor seco”.

Ayacucho 2013

Anexo 19

o

Estadisticos de prueba

GENOTOXICIDAD | GENOTOXICIDAD | GENOTOXICIDAD DE

DE "YAWAR SUQU" DE "MATICO" "AMOR SECQ"
Chi-cuadrado 23,869 14,901 25617
Gl 3 3 3
' Sig. Asintotica ,000 ,002 ,000

a. Prueba de Kruskal-Wallis
b. Variable de agrupacién: concentracion (mg/mL.)
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Prueba de Kruskal-Wallis de la concentracién en dos tiempos de incubacién de
Oenothera rosea Ait “yawar suqu”, Piper elongatum Vahl “matico” y Xanthium

Anexo 20

catharticurn HBK “amor seco”. Ayacucho 2013.

Estadisticos de prueba

GENOTOXICIDAD

GENOTOXICIDAD

GENOTOXICIDAD

HORA DE "YAWAR SuUQU" DE "MATICO" DE "AMOR SECO"
1 Chi-cuadrado 10,800 4,990 12,484
Gl 3 3 3
Sig. asintética ,013 173 ,006
4 Chi-cuadrado 13,224 11,454 12,484
Gl 3 3 3
Sig. asintética ,004 010 ,006

a. Prueba de Kruskal-Wallis _
b. Variable de agrupacién: concentracion (mg/mL)
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Anexo 21

MATRIZ DE CONSISTENCIA

TITULO | PROBLEMA OBJETIVO MARCO TEORICO HIPOTESIS VARIABLES METODOLOGIA
Efecto ¢{Cudl sera el | General: Aspectos Botanicos | Las plantas | Variable Principal: Tipo de investigacion :
genotoxico | efecto = Determinar el efecto | de Oenothera rosea Ait | medicinales Plantas medicinales | Basica — descriptivo.
in vitro de | genotoxico in | 9enotoxico in vitro de 18s | wawar suqu”,  Piper | antiinflamatorias antiinflamatarias
plantas vito de las|Plantas  medicinales) o0, Vahi | Oenothera rosea Ait | Oenothera rosea Ait | Nivel de investigacion:

g antiinflamatorias Oenothera | .~ =" . . y . w R .
medicinales | plantas rosea Ait “‘yawar sugu’, ‘malico” y Xanthium | “yawar suqu”, Piper|“yawar suqu’, Piper .
antiinflamato | medicinales Piper elongatum  Vahi | catharticum HBK “amor | elongatum Vahl | elongatum Vah! ‘matico” | Basico
rias antiinflamatoria | “matico” y  Xanthium | seco™: ‘matico” y Xanthium |y Xanthium catharticum .
Qenothera |s  Oenothera | catharticum HBK “amor catharticum HBK | HBK “amor seco”. Definicién de Ja poblacién y
rosea Aif rosea Ait seco” Clasificacion “amor seco” , | Indicador: muestra:
“yawar “yawar suqu’, Especiioas: taxon(?mi.ca. ) presentan efecto | Especies dg plantas Srmcediieri ara -
suqu”, Piper | Piper . Obteneflos metabolitos Descripcion  Botanica, | genotoxico in vitro a | medicinales. e P
elongatum elongatum Vah! | socundarios presentes en gcntm[.:joscijci()r[n3 Ctluirnica, determinadas Concentracién recoleccion de muestra.
Vahit ‘matico” ¥ lantas medicinales | Actividades Bioldgicas. | concentraciones de | miligramos por mililitros .
‘“matico”  y | Xanthium ::liinf?a?na?orias Oeenorhera los metabolitos | (mg/ ml) del extracto. P_repa':acm,”. del exraclo
Xanthium | catharticum | rosea Ait ‘yawar suqu’, secundarios Variable Secundaria: | Mdroaiconolico de Qenothera
catharticum | HBK “amor | Piper  elongatum  Vahl Efecto genotéxico in vitro | ©2°¢2 AR “yawar suqu,
HBK “amor | seco”. "mallco_” y Xanthium | Genotoxicidad. de las plantas Piper elongatum Vah!
. catharticum HBK “amor . ‘malico” y Xanthium
seco”. Ayacucho, seco. medicinales, s HBK "Seish
Ayacucho, |2013? = Caracterizar el efecto Indicador: "
2013. de la genotoxicidad de las Fragmentacion del Acido | 5¢©

plantas medicinales
antiinflamatorias en
estudio, mediante ensayo

in vitro sobre el ADN
genomico de linfocitos
humano, detectado

mediante electroforesis.

desoxirribonucleico
(ADN}).

Diseno Experimental:

Se desarrolld con el “Método
Tomasevich” para determinar
el efecto genotoxico de las
plantas medicinales en
estudio..
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Efecto genotdxico in vitro de plantas medicinales

antiinflamatorias Oenothera rosea Ait “yawar suqu”, Piper
elongatum Vahl “matico” y Xanthium catharticum HBK “amor

seco”. Ayacucho, 2013.
Gabriel Misael Alarcon Gémez', Tomés Miranda Tomasevich' y Enrique Aguilar Felices'.
'Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga.

RESUMEN

El presente trabajo de investigacion se realizé en el Centro de Investigacién en Biologia Molecular y
Bioinformética de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de
Huamanga, durante los meses de setiembre de 2013 a mayo de 2014 en la ciudad de Ayacucho - Per.
Planteandose como objetivo: Determinar el efecto genotdxico in vifro de las plantas medicinales
antiinflamatorias Oenothera rosea Ait “yawar suqu”, Piper elongatum Vahl “matico” y Xanthium
catharticum HBK “amor seco”. Los extractos hidroalcohdlicos fueron obtenidos con alcohol a 80°
realizdindose el tamizaje fitoquimico y la determinacion genotéxica a diferentes concentraciones,
exponiéndose éstos sobre el ADN genémico de linfocitos humano; la estimacién del dafio genotéxico “in
vitro” fue determinado mediante electroforesis en gel de agarosa con bromuro de etidio al 1% y visualizado
en radiacion de luz ultra violeta, dentro del sistema de registrador de imégenes Biometra UVsolo TS. Los
metabolitos secundarios identificados en extractos hidroalcohélicos de: “yawar suqu” y “matico” fueron
alcaloides, lactonas y/o cumarinas, fenoles y/o taninos, flavonoides, quinonas y glicsidos cardiotonicos; y en
extracto hidroalcohdlico de “amor seco” alcaloides, fenoles y/o taninos, flavonoides y quinonas; las tres
plantas presentan las mismas caracteristicas organolépticas y de solubilidad. Los extractos hidroalcohdlico
presentaron una importante actividad genotdxica sobre el ADN gendémico de linfocitos humano, siendo los
extractos de “amor seco” y “yawar suqu”, con mayor efecto genotdxico a concentraciones de 50 mg/ml y 100
mg/ml con respecto a “matico”. Se concluye que el dafio genotdxico depende directamente de la
concentracién de los extractos hidroalcoh6lico; mas no asi del tiempo de incubacién.

Palabras clave: Genotoxicidad, Oenothera rosea, Piper elongatum y Xanthium catharticum.

SUMMARY

The present research work was carried out at the Centre for research in Molecular Biology and Bioinformatics
of the Faculty of life sciences of the National University of San Cristébal of Huamanga, during the months of
September 2013 to may 2014 in the city of Ayacucho - Peru. Posing as objective: to determine the effect in
vitro genotoxic of anti-inflammatory herbs Oenothera rosea Ait "yawar suqu", Piper elongatum Vahl "matico"
and Xanthium catharticum HBK "dry love". The hydroalcoholic extracts were obtained with alcohol to 800,
making screening phytochemical and the determination of genotoxic at different concentrations, exposing
himself on the genomic DNA of lymphocytes human; "in vitro" genotoxic damage estimate was determined
by electrophoresis in agarose with ethidium bromide gel 1% and visualized in radiation of ultra violet light,
within the recorder images Biometra UVsolo TS system. Secondary metabolites identified in of
hydroalcoholic extracts: "yawar suqu" and "matico” were alkaloids, lactones or coumarins, phenols and/or
tannins, flavonoids, Quinones and cardiac glycosides; and in "love dry" hydroalcoholic extract alkaloids,
phenols, tannins, flavonoids and/or Quinones; the three plants have the same solubility and organoleptic
characteristics. Hydroalcoholic extracts presented an important activity genotoxic on human genomic DNA of
lymphocytes, being extracts from "dry amor" and "yawar suqu"”, with greater genotoxic effect at
concentrations of 50 mg/ml and 100 mg/ml with respect to "matico". It is concluded that genotoxic damage is
directly dependent on the concentration of hydroalcoholic extracts; but not so the incubation time..

Key words: genotoxicity, Oenothera rosea, Piper elongatum and Xanthium catharticum.



INTRODUCCION
El paso del tiempo, el avance del saber, la
tecnificacion de los conocimientos y las industrias,
ha llevado al hombre a beneficiarse més de las
plantas  medicinales, detallando en  sus
caracteristicas, virtudes, formas de wuso y
aplicacion.'
Actualmente existe un gran interés por los
complementos alimenticios de origen vegetal, se
cree que dichos productos tienen la capacidad de
disminuir los factores de riesgo para casi todas las
enfermedades; esto permite una amplia acogida
entre los consumidores que a menudo consideran
que lo “natural” esta libre de compuestos quimicos
nocivos y por lo tanto es “seguro” para la salud;
premisa que debe reconsiderarse y controlarse
conociendo de antemano que muchos compuestos
de origen botanico también contienen toxinas, que
incluso pueden tener efecto genotdxico, pues la
integridad del acido desoxirribonucleico (ADN)
constituye un aspecto fundamental para la célula y
el buen funcionamiento de los organismos vivos; asi
mismo, este material genético es susceptible a dafios
causados por numerosos agentes y/o procesos.”
El uso de las plantas medicinales en la terapéutica,
requiere al igual que los productos sintéticos, de
investigaciones previas y posteriores a su
comercializacién, donde sigan siendo observadas
mediante estudios de farmacovigilancia.’
Las pruebas de toxicidad se realizan con el fin de
identificar posibles dafios para el ser humano ya
que, se han detectado extractos de plantas
medicinales que poseen actividad embriotéxica y/o
teratogénica, y se ha reportado actividad mutagénica
y carcinogénica en productos de origen vegetal
(flavonoides y taninos), encontrandose que existe
una correlacién positiva entre la ocurrencia de
enfermedades y tumores en la poblacién.*
Estas plantas han sido usadas en la medicina
tradicional en el tratamiento de diversas afecciones
a la salud, entre ellas como antiinflamatorias, las
mismas que fueron demostradas por trabajos de
investigacion. Se emplea un sistema de ensayo a
corto plazo in vitro utilizando el ADN genémico de
linfocitos humanos para detectar dafio genético,
como parte del estudio farmacolégico y
toxicoldgico de estas plantas, en el presente trabajo
se pretende desarrollar los siguientes objetivos:
Objetivo general:
= Determinar el efecto genotoxico in vitro de las
plantas medicinales antiinflamatorias Oenothera
rosea Ait “yawar suqu”, Piper elongatum Vahl
“matico” y Xanthium catharticum HBK “amor
seco”,
Objetivos especificos:

» Identificar los metabolitos secundarios presentes
en las plantas medicinales antiinflamatorias
Oenotherarosea  Ait “yawar suqu”, Piper
elongatum Vahl “matico” 'y Xanthium
catharticum HBK “amor seco”.

= Caracterizar el efecto de la genotoxicidad de las
plantas medicinales antiinflamatorias en estudio,
mediante ensayo in vitro sobre el ADN
genémico de linfocitos humano, detectado
mediante electroforesis.

MATERIALES Y METODOS
DEFINICION DE LA POBLACION Y
MUESTRA
Poblaciéon

Plantas de Oenothera rosea Ait “yawar suqu”, Piper

elongatum Vahl “matico” y Xanthium catharticum

HBK “amor seco”, que crece en la localidad de

Nahuinpugquio de la ciudad de Ayacucho.

Muestra

e 500 g de hojas frescas de Oenothera rosea Ait
“yawar suqu”.

e 500 g de hojas frescas de Piper elongatum Vahl
“matico”.

* 500 g de hojas frescas de Xanthium catharticum
HBK “amor seco”.

Tipo de muestreo

Muestreo por conveniencia.

Unidad muestral

Extracto hidroalcohdlico de las plantas medicinales

en estudio.

DISENO METODOLOGICO

Metodologia para la recoleccién de datos

Recoleccién de la muestra

Las muestras fueron recolectadas al azar, durante el

mes de setiembre de la localidad de Nahuinpuquio

de la ciudad de Ayacucho; fueron transportadas al

Laboratorio de Farmacognosia, donde fueron

secadas al nmedio ambiente, previamente

acondicionada, teniendo como base papel Kraft, fue

cambiada constantemente y volteando la muestra

para un secado uniforme, evitando el deterioro por la

humedad y separando aquellas que cambien de color

o muestren signos de alteracion. Una vez secada la

muestra, se triturd empleando un mortero, con la

finalidad de reducir hasta un polvo fino y se

procedié a realizar la preparacién de los extractos

hidroalcohdlico. Para la identificacién taxonomica se

emplearon muestras con flores, vainas y hojas lo que

corresponde a cada planta, lo cual se realizo en el

Laboratorio de Botanica de la Facultad de Ciencias

Bioldgicas, seglin el sistema de clasificacion de

Cronquist A. 1988, con certificacion a cargo de la

Biga. Laura Aucasime Medina.



Obtencion del extracto hidroalcohélico:

Los 500 g de muestra seca y pulverizada de cada
planta medicinal en estudio, se macerd en un frasco
de vidrio color ambar por siete dias, para ello se
utiliz6 1 L de alcohol 80° y cubrir a 1a muestra por
lo menos con 1 cm de diferencia; durante el proceso
se agité el frasco por 15 minutos dos veces al dia
para que el alcohol se distribuya homogéneamente
en la muestra. Las muestras en maceracion se
mantuvieron en un lugar fresco y oscuro. Luego se
procedié a filtrar con ayuda del papel filtro,
finalmente se llevd a un evaporador rotatorio
BUCHI-3000 a presion reducida y se concentré a
sequedad en una estufa Memmert.

Tamizaje fitoquimico

Se realizd una marcha fitoquimica a los extractos
obtenidos de las plantas medicinales en estudio,
para determinar la presencia de los diferentes
metabolitos secundarios siguiendo el procedimiento
de Lock de Ugaz, Miranda y Cuellar.>*

Extraccion de ADN gendémico de linfocitos
humano:

Se realizd a partir de una unidad de bolsa colectora
de sangre “cuadruple” fraccionada, conteniendo el
paquete de glébulos blancos, para descarte, que se
consiguié en donacion del Banco de Sangre del
Hospital Regional de Ayacucho “Miguel Angel
Mariscal Llerena”, y obtener el ADN gendémico

mediante extraccion orgdnica, modificado por

Miranda.’

Cuantificacion de ADN genémico de linfocitos

humano:

e Por espectrofotometria ultra violeta.

o Por electroforesis.

Ensayos de la genotoxicidad in vitro:

Se desarrolld siguiendo el “método Tomasevich™

propuesto por Miranda’; con las siguientes fases:

o Fase I: Cuantificacién y preparacion de Stock
de ADN gendémico de linfocitos humano.

El ADN genémico de linfocitos humano obtenido,

fue cuantificado por espectrofotometria UV marca

Eppendorf BioPhotometer plus; luego se prepard un

stock a concentracion de 1000 ng/pL en volumen

final de 150 pL, para cada planta medicinal en

estudio.

s Fase II: Prueba de genotoxicidad in vitro de
ADN genémico de linfocitos humano.

Se prepar6 las soluciones del latex de cada planta

medicinal, a concentraciones de 5 mg/mL, 10

mg/mL, 50 mg/mL y 100 mg/mL, con agua

bidestilada estéril.

Se acondicioné las soluciones de genotoxicidad “in

vitro” de ADN gendémico, de acuerdo al detalle

siguiente:

Tabla 1. Preparacién de las soluciones para la prueba de genotoxicidad “in vitro” de ADN genoémico, por efecto

del extracto hidroalcoholico de plantas medicinales.

5

! CONDICIONES

SOLUCIONES PARA PRUEBA DE GENOTOXICIDAD

“in vitro”

N° de tubo 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Stockde ADN (1000 ng/ul) 1, 414 44 14 14 14 14 14 14
Volumen en pL
Extracto Concentracion
tildrodlcih (mg/mL) 5 10 50 100 5 10 50 100 -
file Volumen

6 6 6 6 6 6 6 6 -

(uL)

Agua bidestilada esteril = - “ . < - ” - -
Volumen total (pL) 20 20 20 20 20 20 20 20 20
Incubacién a 37°C (h) 1 4

Se realizaron cuatro repeticiones de las pruebas de
genotoxicidad “in vitro”, de cada planta medicinal
en estudio.

e Fase III: Electroforesis para la deteccién de
genotoxicidad.

Se prepard el gel de agarosa al 1% y se dispuso de

una cdmara de electroforesis Biometra.



Para el volumen de carga en gel de agarosa, de los
productos de la reaccién de genotoxicidad, se utilizo
las siguientes cantidades: 1 pL de loading
(colorante sefializador de migracién de las bandas),
4 uL de la solucion para la prueba de genotoxicidad
“in vitro” y 2 pL de agua bidestilada estéril,
volumen final 7 pL; se mezcld y se cargd en el
respectivo pozo del gel de agarosa para
electroforesis.
Adicionalmente de preparé el ladder 100 pb
{marcador de tamafio molecular de 100 pb) con: 1
uL de loading, 4 pL de ladder y 2 pL de agua
bidestilada estéril, volumen final 7 pL; se mezcld y
se cargd en el respectivo pozo del gel de agarosa
para electroforesis.
Se instald la camara de electroforesis a la fuente de
poder y se corrié a 30 voltios (V) por 5 horas.
e Fase [V: Radiacién UV para la visualizacion de
genotoxicidad.
Luego del tiempo de corrido electroforético, se
sumergid el gel de agarosa en una solucion de
bromuro de etidio al 1% durante 10 minutos
aproximadamente, se enjuagd con abundante agua
corriente dos veces y se hizo la lectura por radiacion
en UV en el sistema de registrador de imagenes
marca Biometra UV solo TS, adicionalmente se
tom6 fotografias con una cdmara digital Canon 20x
de 12,1 mega pixeles full HD, sobre un
transiluminador UV marca Ultra Lum; para
visualizar los fragmentos del ADN producto de la
digestion.
e Fase V: Interpretacién y clasificacién del
registro visual de genotoxicidad.
La escala de los valores numéricos correspondientes
a los niveles de fragmentaciéon del ADN como
producto de la genotoxicidad, visualizados en el
registro fotografico, fueron basados en la
clasificacion del “ensayo cometa” propuesto por
Speit (1995) y Collins (2004), en tesis de Ménica
Marisol Larrea Poma.®
Tabla 2. Valoracién numérica de la genotoxicidad.
[ Clase Genotoxicidad

0 fragmentacion de ADN < 5%

] fragmentacion de ADN entre 5 a 20%

2 fragmentacién de ADN entre 20 a 40%

3 fragmentacion de ADN entre 40 a 95%

4 fragmentacion de ADN > 95%

Fuente: Larrea Poma M., 2007

Anailisis de datos

Los datos fueron agrupados y presentados en tablas,
expresados en registros fotograficos y figuras que
explican mejor los hallazgos. El dafio genotoxico se
evalué mediante el paquete estadistico SPSS, se
utiliz6 la prueba de Mann-Whitney de comparacion
de méaximos y minimos para dos muestras
independientes y Kruskal-Wallis para mas de dos
muestras independientes. El valor de p< 0,05, se
consider6 como el nivel estadisticamente
significativo.

RESULTADOS
Tabla 3. Metabolitos secundarios en los extractos
latex de Oenothera rosea Ait “yawar suqu”, Piper
elongatum Vahl “matico” y Xanthium catharticum
HBK “amor seco”.

Metabolitos
. Resultados
secundarios
Yawar . amor
matico
suqu seco
Alcaloides ++ ++ -+
Lactona_s ylo i - +
cumarinas
F enol.es y/o i k.
taninos
Flavonoides +++ =+ ++
Quinonas + A
Gli.cés’ld.os e 44
cardioténicos

Leyenda: Leve (+), Moderada {++), Abundante (+++)

e em. e .
' c“m‘s-&.ﬁ . .




Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa al 1%,
producto de la genotoxicidad del ADN gendmico de
linfocitos humanos, con extracto hidroalcohélico al
80% de Oenothera rosea Ait “yawar suqu”.
Ayacucho 2013.
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Figura 2. Genotoxicidad del ADN gendémico de
linfocitos humanos, durante 1 hora de incubacién a
37°C, con extracto hidroalcohdlico de Oermothera
rosea Ait “yawar suqu”. Ayacucho 2013.
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Figura 3. Genotoxicidad del ADN genémico de
linfocitos humanos, durante 4 horas de incubacién a
37°C, con extracto hidroalcohdlico de Oenothera
rosea Ait “yawar suqu”. Ayacucho 2013.

Figura N° 4. Electroforesis en gel de agarosa al 1%,
producto de la genotoxicidad del ADN genémico de
linfocitos humanos, con extracto hidroalcohélico al
80% de Piper elongatum Vahl “matico”. Ayacucho
2013.
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Figura 5. Genotoxicidad del ADN gendémico de
linfocitos humanos, durante 1 hora de incubacion a
37°C, con extracto hidroalcohélico de Piper
elongatum Vahl “matico”. Ayacucho 2013.
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Figura 6. Genotoxicidad del ADN genémico de
linfocitos humanos, durante 4 horas de incubacién a
37°C, con extracto hidroalcohdlico de Piper
elongatum Vahl “matico”. Ayacucho 2013.

Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa al 1%,
producto de la genotoxicidad del ADN gendémico de
linfocitos humanos, con extracto hidroalcohélico al
80% de Xanthium catharticum HBK “amor seco”.
Ayacucho 2013.
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Figura 8: Genotoxicidad del ADN gen6mico de
linfocitos humanos, durante 1 hora de incubacién a
37°C, con extracto hidroalcohdlico de Xanthium
catharticum HBK “amor seco”. Ayacucho 2013.
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Figura 9: Genotoxicidad del ADN gen6émico de
linfocitos humanos, durante 4 horas de incubacién a
37°C, con extracto hidroalcohdlico de Xanthium
catharticum HBK “amor seco”. Ayacucho 2013.

DISCUSION

La evaluacion genotéxica de plantas medicinales
deben ser realizadas, en primera instancia, mediante
ensayos “in vitro” si es que resultara negativo se
prosigue con el ensayo “in vivo”, para demostrar el
dafio a nivel del ADN.

En el tamizaje fitoquimico realizado a Oenothera
rosea Ait “yawar suqu” se puede notar en la tabla 3,
se observa presencia abundante de alcaloides,
fenoles, taninos, flavonoides seguido de wuna
moderada presencia de glicésidos cardiotdnicos,



lactonas y cumarinas a su vez una leve cantidad de
quinonas.

Al realizar el tamizaje fitoquimico de Piper
elongatum Vahl “matico” se puede observar en la
tabla 3 la abundante presencia de metabolitos
secundarios tales como alcaloides, lactonas, taninos,
flavonoides y moderada cantidad de quinonas y
glicdsidos cardiotonicos.

En el tamizaje fitoquimico realizado a Xanthium
catharticum HBK *“amor seco” se puede notar en la
tabla 3 la presencia abundante de alcaloides y
flavonoides seguido de la moderada cantidad de
quinonas a su vez una leve cantidad de fenoles.

La figura 1 muestra los registros fotograficos de
electroforesis en gel de agarosa al 1%de la
genotoxicidad de ADN genomico de linfocitos
humanos de 1000 ng/puL, por efecto del extracto
hidroalcoholico obtenido de Oenothera rosea Ait
“yawar suqu” a concentraciones de 5 mg/mL, 10
mg/mL, 50 mg/mL y 100 mg/mL con dos tiempos
de incubacién a 37 °C, cuanto menor es la
concentracion del extracto como en los carriles 1, 2
y 3 con 5 mg/mL, 10 mg/mL y 50 mg/mL la
genotoxicidad es minima (menor de 5%),mientras
que con 100 mg/mL durante una hora, Ia
fragmentaciéon del ADN es entre 20% a 40%. Se
puede observar ademas, con cuatro horas de
incubacion, la fragmentacion es similar entre 5
mg/mL, 10 mg/mL y 50 mg/mL (menor a 5%), pero
a concentracion de 100 mg/ml la fragmentacion del
ADN es entre 20% a 40%, se puede apreciar que
presenta ligeramente mayor degradacion que a una
hora de incubacién. Se puede observar las “colas”
con fragmentos tenues en cada carril dependiendo
directamente de su cantidad, tamafio y referente a la
concentracion del extracto, el carril 9 muestra el
corrido de ADN control a 1 000 ng/pL con el que se
empez6 a trabajar la genotoxicidad. Esta fotografia
revela el efecto genotdxico visible a concentracion
de 100 mg/ml del extracto hidroalcohdlico de
Oenothera rosea Ait “yawar suqu”, siendo
ligeramente mayor a cuatro horas de incubacion
respecto a una hora.

Al analizar de manera general los dos tiempos de
incubacién con la prueba de Mann-Whitney
podemos corroborar que el tiempo no influye en el
efecto genotoxico (p=0,501) del extracto de
QOenothera rosea Ait “yawar suqu”; como se
observa en las figuras 2 y 3, que a menor tiempo de
incubacién la genotoxicidad es muy notoria.
Mientras que la concentracion es muy influyente en
el efecto genotoxico del “yawar suqu”, (p=0,000).
La figura 4 muestra la grafica de genotoxicidad del
ADN gendmico de linfocitos humano, con extracto
de Oenothera rosea Ait “yawar suqu” a diferentes

concentraciones, durante una hora y cuatro horas de
incubacion a 37 °C, que resulta (p=0,013) y
{p=0,004), respectivamente, por tanto las
concentraciones influyen directamente en el efecto
genotdxico.

Tobe’, en su estudi6 de la parte aérea de la especie
Oenothera rosea Ait, se midi6 su actividad
antibacteriana y su toxicidad frente a Artemia
salina. Dentro de los grupos de metabolitos
secundarios se determind presencia de alcaloides,
flavonoides, terpenos, esteroides y glicdsidos.
Detectaron alcaloides en el extracto hexanico de
Oenothera rosea Ait la planta presentd actividad
antibacteriana frente a las especies de prueba y
toxicidad frente a Artemia salina.

Muriel'®, en un estudio de Oenothera rosea Ait se
reportd la presencia de flavonoides, y demostré la
actividad antiinflamatoria de extractos acuosos
encontrandose mayor eficacia antiinflamatoria a
250 mg/Kg. de peso en cobayos, respecto a la
actividad hepatoprotectora contra el dafio producido
por el paracetamol, se concluye que se obtienen
mejores resultados a la dosis de 250 mg/Kg del
extracto acuoso liofilizado.

Everett'', realizé un estudio sobre la bioactividad y
toxicidad de las hojas y tallos de QOenothera rosea
Ait en extractos acuosos y hidroalcohdlico,
concluyendo que son ligeramente toxicos.

El registro fotogrifico de electroforesis en gel de
agarosa al 1% de la figura 4, son productos de la
genotoxicidad del ADN genémico de linfocitos
humanos a 1 000 ng/pL por efectos del extracto
hidroalcohdlico de Piper elongatum Vahl “matico”,
a concentraciones de 5 mg/mL, 10 mg/mL, 50
mg/mL y 100 mg/mL en dos tiempos de incubacion
a 37°C, podemos observar que la intensidad del
color de las bandas de ADN se mantienen casi
homogéneamente, pero de los carriles 1, 2, 3 y 4
muestran fragmentos de ADN que se expanden en
la trayectoria de los carriles en forma de “colas”,
cada vez mas largas en proporcion a la cantidad,
siendo éstas “colas” mas notorias en los carriles 5,
6, 7 y 8 que gradualmente son mas largas,
directamente proporcional a la cantidad de ADN
fragmentado dependiendo directamente de la
concentracion de los extractos; el carril 9 es el ADN
control mostrando la concentracién de 1 000 ng/uL,
con la cual se inicid el proceso de ensayo de
genotoxicidad. Esta fotografia nos revela el débil
efecto genotéxico del extracto hidroalcohdlico de
Piper elongatum Vahl “matico” en las cuatro
concentraciones con las que se desarrollo este
ensayo.

Al analizar de manera general los dos tiempos de
incubacion con la prueba de Mann-Whitney



podemos corroborar que el tiempo no influye en el
efecto  genotoxico (p=0,097) del extracto
hidroalcohélico de Piper elongatum Vahl “matico™;
como se observa en las figuras 5 y 6, que a menor
tiempo de incubacion la genotoxicidad es muy
notoria. Mientras que la concentracién es muy
influyente en el efecto genotoxico del “matico”,
(p=0,002).

La figura 4 muestra la grafica de genotoxicidad del
ADN gen6mico de linfocitos humano, con extracto
hidroalcohélico de Piper elongatum Vahl “matico”
a diferentes concentraciones, durante una hora y
cuatro horas de incubacion a 37°C, que resulta
(p=0,173) 'y (p=0,010), por tanto las
concentraciones influyen directamente en el efecto
genotoxico.

El registro fotografico de la figura 7, de
electroforesis en gel de agarosa al 1% nos muestra
los productos de la genotoxicidad representado por
la fragmentaciéon del ADN gendémico de linfocitos
humanos a concentracién inicial de 1 000 ng/pL,
por efecto del extracto hidroalcohdlico de Xanthium
catharticum HBK “amor seco” a concentraciones de
5 mg/mL, 10 mg/mL, 50 mg/mL y 100 mg/mL, que
fueron realizados con dos tiempos de incubacioén a
37 °C; los carriles 1 y 2 muestran el producto de la
genotoxicidad con fragmentacion menor a 5%, los
carriles 3 y 4 muestran fragmentacion entre 20% a
40%,durante una hora de incubacién. Los carriles 5,
6, 7 y 8 muestran productos de la genotoxicidad
durante cuatro horas de incubacién, podemos
observar que existen una ligera disminucién en la
intensidad del color que va directamente
proporcional a la concentracion de ADN,
igualmente los carriles 5 y 6 con fragmentacion
menores a 5%, los carriles 7 y 8 entre 20 a 40% de
fragmentacién, pero aparentemente con menor
fragmentacioén que los carriles 3 y 4 que tienen la
misma concentracion de extractos y solo una hora
de incubacion, esto podria deberse a variaciones en
el pulso cuando se manipula la micropipeta; el carril
9 muestra el corrido de ADN control a 1 000 ng/uL
con el que se empezd a trabajar la genotoxicidad.
Esta fotografia revela el efecto genotoxico visible a
concentraciones de 50mg/mL y 100mg/mL del
extracto hidroalcohdlico de Xanthium catharticum
HBK “amor seco”.

Al analizar de manera general los dos tiempos de
incubacion con la prueba de Mann-Whitney (Anexo
18) podemos corroborar que el tiempo no influye en
el efecto genotoxico (p=0,752) del extracto de
Xanthium catharticum HBK “amor seco”; como se
observa en las figuras 8 y 9, que a menor tiempo de
incubaciéon la genotoxicidad es muy notoria.

Mientras que la concentracion es muy influyente en
el efecto genotoxico de la “amor seco”, (p=0,000).
La figura 7 muestra la grafica de genotoxicidad del
ADN gendémico de linfocitos humano, con extracto
de Xanthium catharticum HBK “amor seco” a
diferentes concentraciones, durante una hora y
cuatro horas de incubacién a 37°C, que resulta
(p=0,006) y (p=0,006), por tanto las
concentraciones influyen directamente en el efecto
genotoxico.
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