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RESUMEN

En los ultimos afos a retornado el interés por las plantas medicinales en basqueda
de nuevas estructuras bioactivas. Los compuestos quimicos presentes en las
plantas medicinales pueden interactuar directa o indirectamente con el ADN,
produciendo cambios que afectan el funcionamiento celular y que a largo plazo
pueden causar trastornos en la salud, de ahi la importancia de detectar en sus
etapas iniciales la accion sobre el material genético.

El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo determinar la
genotoxicidad in vitro de hojas de Datura stramonium L. “chamico” y determinar
las concentraciones del extracto hidroalcohdlico a la cual produce la
genotoxicidad; se realizé entre los meses de setiembre de 2016 a mayo de 2017
en el laboratorio de Farmacognosia de la Escuela Profesional de Farmacia y
Bioguimica y en el Centro de Investigacion de Biologia Molecular y Bioinformatica
de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional de San Cristobal
de Huamanga, en la ciudad de Ayacucho. El extracto hidroalcohélico etanol:agua
(3:1) fue obtenido luego de la maceraciéon durante 7 dias; la determinacion
genotdxica a diferentes concentraciones, exponiéndose éstos frente al ADN
gendémico humano y la estimacion del dafio genotdxico in vitro fue determinado
con el “método Tomasevich”, mediante electroforesis en gel de agarosa con
bromuro de etidio al 1% y visualizado en radiacién de luz ultra violeta, dentro del
sistema de registrador de imagenes Biometra UVsolo TS. Los metabolitos
secundarios identificados fueron: alcaloides y taninos; las concentraciones que
produjeron mayor dafio genotoxico fueron de 500 mg/mL, 400 mg/mL y 300
mg/mL, que mediante la prueba de Kruskal-Wallis el dafio genotoxico es
directamente proporcional a la concentracion del extracto hidroalcohdlico de
Datura stramonium L. y al tiempo de incubacién (p=1x10%). Se lleg6é a la
conclusion, que el extracto hidroalcohdlico de las hojas de Datura stramonium L.
causa dafo genotoxico directamente proporcional a la concentracion y al tiempo
de incubacion.

Palabras clave: Genotoxicidad, ADN gendmico, Datura stramonium L.
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|. INTRODUCCION
La poblacion humana en general reconoce que las plantas medicinales poseen
propiedades terapéuticas para diferentes males gracias a que éstas contienen
diferentes metabolitos secundarios, los mismos que constituyen el principio
activo.! Generalmente la actividad farmacolégica de las hierbas medicinales se
asocia con la toxicidad de las mismas y el efecto téxico inducido depende de la
dosis consumida. Los compuestos quimicos presentes en las plantas medicinales
pueden interactuar directa o indirectamente con el ADN, produciendo cambios que
afectan el funcionamiento celular y que a largo plazo causan trastornos en la salud.
De ahi la importancia de detectar en sus etapas iniciales la accion sobre el material
genético.?
La genotoxicidad de los agentes quimicos es una caracteristica intrinseca, basada
en el potencial electrofilico del agente para unirse a los campos nucleofilicos de
macromoléculas presentes en las células, tales como el &cido desoxirribonucleico
(ADN) el portador de la informacion hereditaria. La genotoxicidad, por tanto, es la
toxicidad que se manifiesta en el material genético de las células, estos incluyen
efectos tanto directos como indirectos sobre el ADN.3
Uno de los ensayos Utiles para la deteccion de dafio simple y de doble cadena al
ADN es la electroforesis de una sola célula (Ensayo del Cometa), donde se
evallan los niveles de dafio y reparacion al ADN en poblaciones celulares sin la
necesidad de trabajar con células en proliferacion. Es un sistema potencialmente
sensible para evidenciar dafio genotéxico inducido.*
El fundamento de la técnica consiste en lisar las células de interés, embebidas en
un gel de agarosa, por medio de detergentes y altas concentraciones de sal.
Posteriormente el ADN liberado sera sometido a la accion de un campo eléctrico
a pH neutro.> ® En las células en las que exista incremento del dafio al ADN se
formaran pequefos fragmentos, estos al ser sometidos a una corriente eléctrica

tendran la propiedad de penetrar en la malla de agarosa migrando de esta manera



hacia el anodo. La capacidad del ADN de migrar hacia el &nodo dependeréa del

tamafio, forma y peso molecular de los fragmentos generados por la lesion. Por

medio de la coloracién con bromuro de etidio (colorante con afinidad por el ADN)

daran la imagen de pequefios cometas. El largo del cometa se incrementa con el

dafio inducido a la doble hélice del ADN.® 78

El interés sobre el ensayo cometa se ha incrementado notablemente en los ultimos

afos, debido a que ha demostrado ser un método extremadamente sensible en la

deteccion del dafio al ADN a nivel celular.® 1°

En los dltimos afios el uso del ensayo cometa se ha extendido a las células

germinales, en donde se ha evaluado la integridad del ADN espermatico, ! las

condiciones de estrés oxidativo en oocitos porcinos!? y embriones bovinos.*3

En el presente estudio, la estimacion del dafio genotdxico in vitro fue determinado

con el “método Tomasevich”, que consite en exponer al ADN genémico humano a

diferentes concentraciones del extracto hidroalcohdlico a 37°C, luego sometido a

electroforesis en gel de agarosa con bromuro de etidio al 1% y visualizado en

radiacién de luz ultra violeta, dentro del sistema de registrador de imagenes

Biometra UVsolo TS, constituyendo un método eficaz y eficiente para determinar

la genotoxicidad de las plantas medicinales.'*

Se plantearon los siguientes objetivos:

Objetivo General:

e Determinar la genotoxicidad in vitro de hojas de Datura stramonium L.
“chamico”.

Obijetivos Especificos:

¢ Identificar los metabolitos secundarios en el extracto hidroalcohdlico de hojas
de Datura stramonium L. “chamico”.

¢ Determinar las concentraciones del extracto hidroalcohdlico de hojas de Datura

stramonium L. “chamico”a la cual produce la genotoxicidad.



Il. MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes del estudio.

Nuestro pais posee una flora rica en plantas medicinales, estos fitofarmacos
experimentan cada dia un incremento de la preferencia en el consumo nacional,
como también en otros paises. En los Ultimos afios las plantas medicinales han
adquirido gran importancia en terapias alternativas o complementarias, por esta
razéon los estudios genotdxicos de los fitofarmacos son esenciales para que
puedan ser registrados y reconocidos como productos farmacéuticos y puedan ser
consumidos por el hombre. Muchos de los compuestos presentes en las plantas
pueden presentar propiedades mutagénicas relacionadas con procesos de
diferenciacion celular, teratégenos y alteraciones genéticas en la descendencia,
por ello es de suma importancia realizar el estudio de genotoxicidad. El ensayo de
cometa o electroforesis unicelular alcalina es actualmente muy usado para evaluar
el efecto genotdxico que es un método muy sensible para detectar niveles de dafio
por fragmentacién de la cadena de ADN.*

En el afio 2005 Angela Vizoso, Alberto Ramos y colaboradores realizaron una
investigacion titulada “estudio genotoxico in vitro e in vivo del extracto fluido de
Cassia grandis L. y el gel de Aloe vera L.” con el objetivo de conocer la posible
actividad mutagénica del extracto fluido de Cassia grandis L. y el gel de Aloe vera
L., se llevd a cabo un estudio toxicogenético empleando dos sistemas de ensayo
a corto plazo uno in vitro y otro in vivo; el modelo Aspergillus nidulans D-30 que
detecta dafio primario al ADN y el ensayo de induccion de micronucleos en médula
Osea de raton el cual determina dafio clastogénico y aneugénico. En el ensayo in
vitro con el hongo Aspergillus nidulans D-30 (segregacion mitética) se evaluaron
con concentraciones del extracto fluido de Cassia grandis L., desde 0,067 a 1,675
mg de sélidos totales/mL y para el gel de Aloe vera L., concentraciones de 0,09 a
1,00 mg de solidos totales/mL. En la prueba in vivo de induccion de micronucleos

se ensayaron para la Cassia grandis L. y para el gel de Aloe vera L., dosis de 500,



1000 y 2000 mg/kg de peso corporal. En ambas baterias de ensayos genotoxicos
ninguno de los 2 fitofarmacos mostraron ni dafio celular ni actividad genotéxica.*®
En el afio 2009 Luisa Celi Carrion en su trabajo de investigacion titulado
“Evaluacion del efecto genotoxico del extracto hexanico y los metabolitos
secundarios de Clusia latipes mediante el ensayo cometa en linfocitos humanos”,
determind el efecto genotdxico producido por el extracto de Clusia latipes (planta
medicinal) y sus metabolitos secundarios Friedelina y B-amirina en linfocitos
humanos mediante el ensayo cometa.

El tratamiento que se dio a las células fue de 3 horas y las dosis que se usaron
fueron 25, 35 y 45 ug/ml o yM respectivamente y los debidos controles negativo
(DMSO 0,9 %) y positivo Etil Metanosulfonato (EMS 0,1 uM).

Los resultados del ensayo cometa mostraron que existe un efecto genotéxico
medido por la migraciéon de la cola del cometa dosis - dependiente tanto del
extracto de Clusia latipes como de los compuestos: friedelina y acetato de -
amirina, sin embargo el dafio es mas significativo a las concentraciones mayores.
El consumo agudo de altas concentraciones del extracto de Clusia latipes produce
efectos genotoxicos en linfocitos humanos.*®

En el afio 2006 Arilia Garcia Lopez en su trabajo de investigacion titulado “Estudio
toxicogenético de un extracto fluido de Ocimun basilicum L. (albahaca blanca)’
evalué el potencial toxicogenético de un extracto fluido con etanol al 70 % de
Ocimun basilicum L. “albahaca blanca” en 3 sistemas de ensayos a corto plazo,
se emplearon 2 modelos in vitro el sistema Salmonella/microsoma (Ames) y el de
segregacion mitética con el hongo diploide Aspergillus nidulans D-30 y otro in vivo
que utiliza el ensayo de induccién de micronucleos en médula 6sea de ratén. En
el ensayo de Ames se observo una respuesta positiva con las cepas de Salmonella
typhimurium TA-98 con activacion metabdlica en el rango de concentraciones de
1 500 y 5 000 mg/placa y TA-1535 sin activacion metabdlica en el rango de
concentraciones de 50, 150, 500 y 1 500 mg/placa. En el ensayo de segregacion
mitGtica, se evaluaron concentraciones de 0,005 a 1,00 mg de sélidos totales/mL,
sin detectar aumentos significativos de la concentracion dependiente en la
Frecuencia de Sectores Segregantes por Colonias (FSC). En el ensayo de
induccién de micronucleos se ensayaron dosis de 500, 1 000 y 2 000 mg/kg de
peso corporal. Los resultados obtenidos demuestran que el extracto de Ocimun
basilicum L. fue mutagénico en el sistema Salmonella/microsoma vy

moderadamente citotoxico en el ensayo de segregacion mitética sin mostrar dafio



genético en esta prueba. En el ensayo in vivo no se observo respuesta genotoxica
en las dosis estudiadas.'’

Gisela Marrero Cofifio y colaboradores evaluaron el efecto genotéxico del D-004
en ratones empleando la electroforesis alcalina de células individuales en gel
(ensayo cometa). EI D-004 es un extracto lipidico obtenido del fruto de la palma
real (Roystonea regia) que consiste en una mezcla reproducible de acidos grasos
y ésteres, en la cual el &cido oleico, el laurico y el palmitico son los mas
abundantes. Los resultados obtenidos han mostrado que en los modelos
experimentales el D-004 presenta una eficacia similar o ligeramente superior a los
extractos de Saw palmetto en el tratamiento de la Hiperplasia Prostatica Benigna.
En este trabajo se investigd el efecto genotdxico de la administracion oral in vivo
del D-004 en ratones adultos jovenes de ambos sexos mediante la aplicacion de
la electroforesis alcalina de células individuales.*®

Se conformaron cuatro grupos experimentales de cuatro ratones, cada uno de
ambos sexos, los cuales se trataron con vehiculo o D-004 (500, 1 000 y 2 000
mg/kg) por 14 dias. Al finalizar el tratamiento, los leucocitos de los ratones de los
diferentes grupos fueron embebidos en agarosa, lisados, sometidos a
electroforesis y tefiidos con nitrato de plata para analizar la ruptura de cadena (RC)
y sitios labiles al &lcali (SLA) en el ADN. En correspondencia con otros estudios
genotoxicolégicos del producto, atendiendo a la ausencia de genotoxicidad
reportada para el mismo en los ensayos de Ames y micronucleos en médula ésea
de ratones, los resultados obtenidos en este ensayo no evidenciaron la induccion
de RCy SLA.'8

En el afio 2007 Roxana M. Roldan y colaboradores realizaron una investigacion
titulada “Estudio de genotoxicidad de Picrasma crenata (vell.) Engl.
Simaroubaceae”. En la medicina popular se utiliza el lefio de Picrasma crenata en
infusién como pediculicida y como ténico amargo no astringente. Los principios
activos responsables de la actividad son los quasinoides. Los objetivos de este
trabajo fueron: determinar la actividad de las infusiones sobre el desarrollo de
raices y la division celular mediante el Test de Allium cepa; analizar la correlacion
de las concentraciones y los parametros macro y microscopicos e interpretar la
posible genotoxicidad de la infusion. Las concentraciones empleadas fueron 2,5
mg%; 5,0 mg%, 10,0 mg%, 20,0 mg% y 40,0 mg%. Se observé una correlacion
estadisticamente significativa de las concentraciones con las longitudes de las

raices y las anomalias macroscopicas; ademas, una correlacion significativa de



los indices mitéticos con las longitudes de las raices y las anomalias
microscoépicas. Asi, se puede inferir que los extractos en las concentraciones
ensayadas podrian presentar actividad genotdxica.'® Los valores obtenidos
muestran una correlacion de las concentraciones analizadas con las longitudes de
las raices y las anomalias macroscépicas; asi como de los indices mitéticos con
las longitudes de las raices y las anomalias microscépicas.*® Por lo tanto, se puede
establecer que existe una relacion directa entre las concentraciones estudiadas y
las anomalias macro y microscépicas.®

Se observd que a altas concentraciones se produce el arresto de la division
mitGtica, esto demuestra actividad genotoxica de este material en el ensayo. El
fendmeno genotéxico también se asocia a la presencia de cromosomas en
mitosis. De acuerdo con esto se puede inferir que las concentraciones empleadas
por la poblacion serian seguras debido a que las anomalias se presentan a
concentraciones mas altas que las utilizadas tradicionalmente. Este test de Allium
cepa es de caracter preliminar, orientativo y constituye el punto de partida para la
realizacion de analisis mas especificos y sensibles (cultivos de linfocitos para la
evaluacion de biomarcadores como test del cometa, intercambio de crométides
hermanas, cinética de proliferacion celular, etc.) para poder evaluar un posible
riesgo genotdxico humano, ya que estos ensayos son in vitro y no permiten una
exacta correlacion con lo que ocurre in vivo debido a las modificaciones que
ocurren en el organismo.*®

En el afio 2013 Emily Toscanon y colaboradores realizaron un estudio titulado
“Estudio genotdxico de una bebida experimental de quinua, kiwicha y kafiwa” Para
ello se ha elaborado una bebida experimental a base de pseudocereales de alto
valor nutricional como son Chenopodium quinoa Willd (quinua), Amaranthus
caudatus L. (kiwicha) y Chenopodium pallidicaule Aellen (kafiawa), preparada
para inducir un posible efecto hipolipemiante en un grupo de personas. El objetivo
de este estudio fue evaluar el potencial genotoxico de esta bebida experimental
mediante dos pruebas in vitro validadas por agencias internacionales. En la
prueba de Ames se utilizaron las cepas TA98 y TA100 de Salmonella typhimurium,
con y sin fraccion microsomal. Se evaluaron 4 dosis de bebida y ademéas un
posible efecto antimutagénico. Para la prueba de microndcleos se usé cultivos de
linfocitos con células binucleadas en presencia de cinco dosis de la bebida. Ambas
pruebas indican que la bebida estudiada en sus distintas dosis no presenta efecto

genotoxico. Sin embargo, en la evaluacion del posible efecto protector de la bebida



se evidenciaria que por el contrario se potencia el efecto mutagénico de los
mutagenos empleados para cada cepa. Por lo tanto, es importante que esta
bebida experimental sea sometida a pruebas adicionales in vitro e in vivo para
evaluar el potencial genotdxico antes de su consumo.?°

En el afio 2012 Ana Maria Angel Castafieda realizé un trabajo de investigacion
titulado “Evaluacién de la actividad genotéxica de propoleos recolectados en
diferentes apiarios de Cundinamarca y Boyaca (Colombia)”’. La metodologia
utilizada para alcanzar su objetivo, incluyd el montaje de una bateria de dos
pruebas de genotoxicidad en linfocitos de sangre periférica humana: ensayo de
micronucleos (MN) y la prueba de cometa (SCEG). Se utilizaron dos muestras de
propéleo: Universidad Nacional de Colombia y San Mateo — Boyac4; se realizaron
extracciones etandlicas de cada muestra y se evaluaron cuatro concentraciones
(0,0156; 0,0312; 0,0468 y 0,0624 ug/uL). Los resultados mas relevantes de cada
una de las pruebas demuestran que existe una diferencia entre los propéleos que
provienen de regiones geograficas distintas, tanto en la composicion quimica
como en su actividad biol6gica, se observaron efectos citotdxicos y genotdxicos
para ambos tipos de propoleo que se relacionaron con el incremento de las
concentraciones y con el tipo de propéleo. El analisis estadistico que se llevo a
cabo fue prueba Chi-cuadrada para el ensayo de MN y ANOVA con prueba Tukey
para el ensayo cometa, determinando que hay diferencias significativas entre las
concentraciones evaluadas y respecto al control. Finalmente se concluy6 que la
muestra (UN) produce mas dafio en todas las concentraciones evaluadas que la
muestra (SM) sobre linfocitos de sangre periférica humana y que pueden ser
evaluadas con los ensayos de MN y del Cometa.?!

El afio 2004 Gadano A; Gurni A. y Carballo A, realizaron un estudio titulado
“Screening genotoéxico de hierbas medicinales utilizadas en la medicina tradicional
argentina”. En el presente trabajo se estudié a las plantas medicinales mas
utiizados en terapéutica, se pueden citar Chenopodium multifidum L.
(Chenopodiaceae), Lithraea molleoides Vel Engl. (Anacardiaceae),
Styphnolobium japonicum L (Fabaceae), Prosopis alba (Mimosaceae), Schkuhria
pinnata (Lam.), Solanum sysimbriifolium Lam. (Solanaceae). En el presente
trabajo se propuso estudiar el efecto genotéxico mediante el ensayo de screening:
Electroforesis de una sola Célula. En la electroforesis de una sola célula (ensayo

del cometa).?



En el screening genotéxico realizado sobre seis especies diferentes de plantas
medicinales mediante la electroforesis de una sola célula, se determiné que cuatro
de ellas indujeron dafio al ADN. Las plantas que indujeron roturas doble y simple
cadena fueron: Chenopodium multifidum (paico); Schkuhria pinnata
(canchalagua); Solanum sisymbriifolium (espino colorado) y Lithraea molleoides
(molle de beber). Los resultados obtenidos en la evaluacién del cocimiento de
Chenopodium multifidum, mostraron un incremento en el dafio producido al ADN.
Esto se tradujo en un incremento estadisticamente significativo del indice de dafio
calculado (p<0,05).22

En el tratamiento realizado con el extracto acuoso (infusion) de Lithraea
molleoides, se detectd un incremento estadisticamente significativo del indice de
dafio al ADN (p<0,01). De esta manera, el largo de los cometas se increment6 al
exponer a las células a mayores concentraciones del extracto, produciendo un
aumento de las roturas de ADN doble y simple cadena.??

En los tratamientos realizados con los extractos acuosos de Prosopis alba y de
Styphnolobium japonicum L., no se observaron variaciones en el largo de los
cometas analizados. Se observé una gran variacion en los diferentes individuos
analizados, siendo el individuo 1 extremadamente sensible frente al agregado de
cualquier extracto.?

En el ensayo realizado con la infusién de Schkuhria pinnata, especie de la familia
de las Asteraceae, los resultados evidenciaron dafio genotéxico. El analisis
exploratorio de los datos indic6 que este incremento es estadisticamente
significativo, con un p<0,05.?2

En el tratamiento realizado con la infusion de Solanum sysimbriifolium
(Solanaceae) también se detecté un aumento del largo de los cometas. Esta
observacion se traduce en un incremento estadisticamente significativo del indice
de dafio (p<0,01). Esto sugiere que la molécula de ADN es susceptible a los
principios activos presentes en el extracto acuoso analizado.??

En el afilo 2004 Gladys Diaz Garcia y colaboradores realizaron el estudio
genotdxico del Xanthium strumarium L., planta experimentalmente conocida por
sus propiedades diuréticas. Se emplearon 60 ratones de la linea Balb/c a los que
se les administré extracto fluido al 30 % de Xanthium strumarium L. Los resultados
obtenidos con la planta fueron comparados con un control positivo como la
ciclofosfamida y un control negativo al que se les administro el vehiculo alcohdlico

empleado en el extracto. Se utilizé el método de induccion de microndcleos en



médula 6sea de ratdn y no se obtuvieron resultados significativos, por lo que se
concluye que hubo ausencia de efecto citotéxico con la dosis de planta
ensayada.? El extracto hidroalcohdlico no es genotdxico en este sistema de
ensayo al no inducir de forma significativa la formacion de microndcleos. No se
encontraron diferencias significativas al comparar el peso corporal en los grupos
estudiados.®

En el afio 2006 Keile Brugés Y Maria Reguero Reza realizaron un estudio de
investigacion titulado “Evaluacion preliminar de toxicidad, genotoxicidad y
actividad antimicrobiana de Sida rhombifolia L.” En esta investigacion se
selecciond la planta Sida rhombifolia L. a la cual se le realizé la evaluacion de la
toxicidad de extractos y fracciones utilizando como organismos de prueba Daphnia
magna, Hydra attenuata y Artemia salina. La actividad biol6gica fue evaluada
mediante la prueba de sensibilidad a antimicrobianos y la genotoxicidad con el
ensayo Cometa. Los ensayos de toxicidad aguda con los organismos de prueba
muestran que los extractos acuosos son practicamente no téxicos (CL50 >1000
ppm), lo cual sugiere que su uso en forma de infusién es seguro. Los extractos
etandlicos y las fracciones de acetato de etilo y cloroformo presentaron actividad
antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa que
puede ser atribuida a los metabolitos secundarios (terpenoides, flavonoides) que
estan presentes en esta especie. Los extractos etandlicos presentaron una
importante actividad genotoxica sobre los linfocitos en el ensayo Cometa, siendo
el extracto etandlico de raices el que presenta mayor genotoxicidad (CL50 35
ppm). Es importante sefialar que el extracto acuoso de hojas presenta una baja
genotoxicidad (CL50 900 ppm), lo cual es relevante si se toma en consideracion
que es la parte de la planta tradicionalmente utilizada por las comunidades
indigenas ubicadas en la Sierra Nevada de Santa Marta.?

En el afio 2008 Remigio Montero y colaboradores realizaron un estudio titulado
“Genotoxicidad de Justicia pectoralis Jacq. (Tilo)”. Para dicho estudio empled el
ensayo Salmonella/microsomas con las lineas TA 1535, TA 1537, TA98y TA 100
con un rango de concentraciones de 50 a 5 000ug de polvo/placa (x S9) segun el
protocolo de incorporacion en placas; para el ensayo de micronucleos en médula
Osea se utilizaron ratones Cenp: NMRI de los 2 sexos, que recibieron dosis
isovolumétricas (10 mL/kg) de 500, 1 000 y 2 000 mg de polvo/kg, por via
intragastrica, separadas 24 horas, con sacrificio 24 horas después de la ultima

aplicacion.® En el resultado no se encontré efecto genotéxico con ninguna de las



cepas en el ensayo de Salmonella/microsomas y el extracto no causé un aumento
estadisticamente significativo en la frecuencia de eritrocitos policromaticos
micronucleados en los ratones tratados y no mostrd relacion dosis respuesta
positiva. En conclusion el polvo no revelo efecto genotéxico en las condiciones
experimentales de este estudio.?

En otro estudio realizado por la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la UNMSM,
titulado “Estudio integral de plantas biocidas del algodonero” el estudio se realiz
con el fin de sustituir los insecticidas quimicos usados en el cultivo del algodonero
por sustancias indcuas que permitan un manejo integrado de plagas con
fundamento ecoldgico, se investigaron y colectaron 40 especies vegetales con
propiedades biocidas, las que fueron clasificadas taxonémicamente en el Museo
de Historia Natural de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Entre las
especies estudiadas se encontraba Datura stramonium L., al realizar el Screening
fitoquimico se determiné la presencia de alcaloides y taninos.?®Para realizar el
estudio se utilizé las cortezas y hojas de estas especies, del cual se obtuvieron
extractos acuosos liofilizados que fueron evaluados en su composicién quimica,
perfiles cromatografico y espectrofotométrico UV/Visible; bioactividad frente a los
nauplios de Artemia salina y bioensayos a nivel de laboratorio y de campo. Entre
las plagas investigadas figuran: Aphis gossypii, Bemisia tabaco y Dysdercus
peruvianus. Los extractos de Lonchocarpus nicou, Agave americana L., Hura
crepitans y Chrysochlamys grandifolia, Datura stramonium L. mostraron
resultados significativos tanto a nivel de laboratorio como en los cultivos de
algodonero en el campo.?®

En otro estudio realizado por el Departamento de Investigacién y Posgrado en
Alimentos (DIPA), Universidad de Sonora. El objetivo del presente trabajo fue
evaluar el uso del extracto metandlico de Datura stramonium L. como una
alternativa para el control de Ramularia cercosporelloides. Se evaluo el efecto del
extracto metandlico sobre la cinética de crecimiento radial del hongo,
determinando la concentracion requerida para retardar la extension radial en un
50% (CRso) y se cuantificd la produccién de biomasa. Ademas, se evallo la
germinacion de semilla de cartamo tratada con el extracto metandlico de Datura
stramonium L. El extracto metandlico al 10% (v/v) inhibi6é en 75.0% el crecimiento
radial de Ramularia a las 96 horas de incubacion en medio v8, y 32.0% al utilizar
la CRso (3.0% v/v). El extracto metandlico no afecté la produccion de biomasa con

respecto al control metandlico. En germinacion de semilla, se observé que la
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aplicacion con el extracto metandlico no protegié contra la invasion de Ramularia.
Sin embargo, las semillas germinaron y la plantula se desarrollé6 normalmente.?’
En otro estudio realizado por el Departamento de Ciencias Biolégicas de la
Universidad Nacional de Trujillo, se determino el efecto antifingico del extracto
etandlico de Datura stramonium L “chamico” sobre Fusarium oxysporum y
Stemphylium vesicarium, hongos productores de enfermedades en Asparagus
officinalis “esparrago” procedente del distrito Moche, provincia de Trujillo, en el
periodo comprendido entre Enero a Noviembre de 2012.22 Se realizaron
aislamientos, monocultivos y microcultivos de las especies patégenas en medios
de cultivo Agar Sabouraud Dextrosa y Agar Lima Bean para efectuar
observaciones macro y microscépicas de las estructuras fangicas, previa
coloracién con Azul de Amann. Posteriormente, se colectaron plantas silvestres
de Datura stramonium L. “chamico”, y se procedié a obtener e investigar el efecto
antifingico del extracto de Datura stramonium L. sobre los hongos patégenos del
“esparrago”, a concentraciones de 5, 10, 15%. El extracto etandlico de “chamico”,
demostré efecto antifungico (control biolégico) sobre Fusarium oxysporum vy
Stemphylium Vesicarium.?®

2.2 Marco conceptual

2.2.1 Datura stramonium L. “chamico”.

2.2.1.1 Clasificaciéon Taxonémica

La determinacion botanica se realizd segun el sistema de clasificacion de
Cronquist A 1988 a cargo de la Blga. Laura Aucasime Medina (Anexo 1), de la
Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional de San Cristobal de

Huamanga:
Reino : Plantae
Division : Magnoliophyta
Clase : Magnoliopsida
Sub Clase . Asteridae
Orden : Solanales
Familia : Solanaceae
Género : Datura
Especie : Datura stramonium L.
Nombre Vulgar : “chamico”
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2.2.1.2 Nombres vernaculares

Estramonio, chamico, berenjena del diablo, higuera loca, higuera del infierno, flor
de trompeta, hierba hedionda, friegaplatos, toloache, floripdn, burladora, hierba
del diablo, entre otros.

2.2.1.3 Descripcién botanica

Es una planta herbacea anual mide hasta 1 metro de alto, de tallos erguidos
dicotdmicamente ramificado y lisos, hojas simples, alternas, pecioladas ovaladas,
con el apice agudo y bordes sinuosos, con los nervios pronunciados en el envés,
presenta un olor desagradable; flores grandes blancas o ligeramente azuladas
heteroclamideas bisexuales y tubulares. Caliz y corola formada por 5 piezas
soldadas, 5 estambres libres, ovario suUpero, tetracarpelar, con 2 loculos y
conteniendo muchos oOvulos, de placentacion parietal, fruto capsula de

dehiscencia valvar provista de espinas. Las semillas negruzcas de forma

Figura 1: Datura stramonium L. “chamico”.
2.2.1.4 Habitat y distribucion

Es una especie introducida, crece al estado silvestre como malezas en los campos

de cultivo, terrenos secos y abandonados es propia de climas templados y calidos
hasta los 3 000 msnm. Se propaga mediante semillas. (Anexo 2)

2.2.1.5 Composicién quimica

El estramonio destaca por su contenido en alcaloides (del 0,25 al 0,7% del peso
en fresco de las hojas), de los cuales contiene alrededor de sesenta y siete, todos
ellos tropanicos,?® destacando tres: atropina, hiosciamina y escopolamina
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(hioscina),®® 3% 32 pues son los que presentan una mayor toxicidad, siendo la
hiosciamina la mas activa y toxica.®* ** Los alcaloides se empiezan a sintetizar a
las dos semanas de la germinacion y la concentracion de alcaloides en las semillas
varia segun las condiciones ambientales y la estacion, siendo mayor en

Verano, 33 aunque su consumo es mayor en otofio.? 3¢ Durante el dia los niveles
disminuyen y aumentan por la noche; también descienden tras un periodo de
lluvias.®’

En un estudio realizado se determind la composicion quimica de la Datura
stramonium L, se ha comprobado la presencia de al menos 40 compuestos
quimicos, en la que se destacan los alcaloides. Las semillas tienen 0.4 a 0.7% de
alcaloides constituido por hiosciamina, bajo porcentaje de escopolamina, trazos
de atropina y 15-20% de aceites. Las raices contienen escopolamina, hiosciamina
y esteres ditigloicos. En las hojas predominan la escopolamina en un 0.5%, hay
trazos de hiosciamina y atropina. Los tallos jovenes, los rabillos de las hojas y la
nervadura de las mismas contienen mayores cantidades de alcaloides que el
paréngquima foliar. Toda la planta contiene hasta 0.25% de alcaloides derivados
de tropano. El principal componente es la escopolamina: las hojas contienen
0.25%, las semillas 0.12%, los tallos 0.05% y las raices 0.1%. La hiosciamina se
encuentra 0.4% en hojas, en tallos 0.2% y en raices 0.1%.% 3° La hiosciamina
predomina en las hojas adultas, mientras la escopolamina en las hojas tiernas.*°
En un trabajo de investigacion titulado “Estudio de la actividad sobre el sistema
nervioso central de especies vegetales procedentes de la flora egipcia” presentado
por Dr. Tarek Ahmed Fahmi Abdelaziz Eissa, se determiné la presencia de
alcaloides tropanicos (hiosciamina y escopolamina). Contiene también saponinas,
flavonoides y sales minerales.3* 4!

2.2.2 Toxicidad y genotoxicidad

2.2.2.1 Toxicidad

La toxicidad es la capacidad de una sustancia quimica de producir efectos
perjudiciales sobre un ser vivo, al entrar en contacto con él.#? Téxico es cualquier
sustancia, artificial o natural, que posea toxicidad (es decir, cualquier sustancia
que produzca un efecto dafino sobre los seres vivos al entrar en contacto con
ellos).*?

2.2.2.2 Genotoxicidad

La genotoxicidad es la capacidad relativa para causar dafio al material genético

por agentes fisicos, quimicos o biol6gicos.*® El dafio en el material genético incluye
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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, condensacion y descondensacion del ADN en los
cromosomas, u otras estructuras como el huso mitético, responsable de la
distribucién de los cromosomas durante la divisién celular. Este dafio puede ser
de tipo mutageno o carcindgeno.*® 44

Los agentes capaces de ocasionar toxicidad genética son llamados genotéxicos o
xenobidticos y se clasifican en tres categorias de acuerdo a su origen: quimicos,
fisicos y biologicos. La primera categoria esta constituida por los compuestos
gquimicos, la segunda incluye las radiaciones en todo su espectro y la Ultima
algunos pardasitos, 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 accién o capacidad de inducir dafio de
estos xenobi6ticos esta influida por la dosis recibida y el tiempo o via de
exposicion, junto a la constitucion genética del individuo que puede definir una
susceptibilidad propia o particular.** 4°

La genotoxicidad de los agentes quimicos es una caracteristica intrinseca, basada
en el potencial electrofilico del agente para unirse a los campos nucleofilicos de
macromoléculas presentes en las células tales como el acido desoxirribonucleico
(ADN), el portador de la informacién hereditaria. 4

2.2.2.3 Mecanismo de genotoxicidad

Las sustancias genotoxicas pueden unirse directamente al ADN o actuar
indirectamente mediante la afectacibn de las enzimas involucradas en la
replicacion del ADN y causando en consecuencia mutaciones que pueden o0 no
desembocar en un proceso canceroso.*

Los mutdgenos y carcinbgenos genotoxicos son compuestos electrofilos muy
reactivos y con gran afinidad por el ADN,* como los derivados de compuestos
organicos nitrogenados o halogenados, epoxidos, lactonas o compuestos
inorganicos de niquel, cromo, uranio, etc.

Los genotéxicos pueden provocar mutaciones por cambios en algunos
nucleétidos*® debidos a:

* Sustituciones en las bases: purinas por otras purinas, pirimidinas por otras

pirimidinas o purinas por pirimidinas o viceversa.*’
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e Sustitucidon de una base por una sustancia anéloga originando un nucleétido
inatil para la duplicacion.

e Alteracién quimica de las bases mediante oxidacioén, desaminacion.

e Alquilacién de la molécula del ADN incorporando grupos quimicos a las bases,
mediante enlaces covalentes, formando lo que se conocen como aductos.*’: 48

o Desfases que consisten en la adicién o delecion de bases, modificando la
pauta de lectura.

También, pueden provocar aberraciones cromosoémicas como:

e Lesiones cromosomicas por rotura, delecién, intercambio o reorganizacion del
material cromosomico y translocaciones.

e Cambio en el nimero de cromosomas.*®

Tras la lesién producida en el ADN, la célula puede sufrir tres procesos:

e Impedimento de la replicacion produciendo la muerte por apoptosis.

e Replicacion con nucleétidos alterados, o con errores en la replicacion del ADN,
es decir, se trasmite una mutacion.*® Esta mutacion puede ocurrir en una célula
somatica dando por ejemplo un proceso canceroso o malformaciones
congénitas en el recién nacido; o en una célula germinal produciendo una
enfermedad hereditaria o generando en el individuo una mayor susceptibilidad
de contraer determinadas enfermedades.*’

e Reparacion del dafio en la molécula de ADN evitandose la mutacion.**
En cuanto a los carcin6genos genotoxicos, actian como iniciadores del proceso
de carcinogénesis.*’ Esta comienza con una mutacion en una sola célula pudiendo
ser. a nivel del metabolismo del xenobiético, haciendo que una sustancia
procancerigena se convierta en cancerigena; en la reparacion del ADN,
dificultandola o impidiéndola; y/o estimulando la proliferaciéon celular.*® 4° Este
proceso se conoce como iniciacion.

Suelen ser sustancias quimicas, como compuestos alquilantes (mostazas

nitrogenadas), especies reactivas de oxigeno, aflatoxinas, productos de

combustién, nitrosaminas, etc.*® Su mecanismo de accién estd basado en la
formacion de enlaces covalentes con el nitrégeno 7 de la guanina (aducto),*
produciéndose una mutacion irreversible. Algunas caracteristicas de ellos son:

e Activos a todas las dosis, no hay una dosis minima umbral a partir de la cual
se aprecie un efecto.*

e Presentan una correlacion estructura-actividad, pudiéndose detectar mediante

ensayos experimentales.*” 4°
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e La mayoria se clasifican como procarcindgenos, es decir, requieren una
biotransformacion para reaccionar con el ADN, la cual se puede producir tanto
en la Fase | como en la Fase Il del metabolismo. Aqui podemos encontrar:
hidrocarburos aromaticos policiclicos, aminas aromaticas, micotoxinas, etc.*

2.2.2.4 Evaluacion de la genotoxicidad

Los ensayos de genotoxicidad estan disefiados para detectar compuestos que

inducen de manera directa o indirecta dafio en el material genético por diferentes

mecanismos, siendo un requisito fundamental la evaluacion mutagénica para la
caracterizacion toxicolégica de un producto quimico.*® El estudio de las
mutaciones genéticas se lleva a cabo mediante diferentes ensayos in vitro e in

vivo, de complejidad variable, segin el mecanismo biolégico que vayamos a

analizar.*

2.2.2.4.1 Ensayos in vitro

Se emplean para tratar de establecer la potencia de un compuesto para provocar

un efecto mutagénico, el cual habria que tratar de confirmarlo mediante ensayos

in vivo.*® Algunos de los principales ensayos utilizados son:

e Test de Ames (OCDE GT 471): es el ensayo de reversion de la mutacién en
Salmonella typhimurium, que tiene que hacerse tanto en presencia como en
ausencia de un activador metabdlico. Si el compuesto es mutagénico, la célula
puede sintetizar histidina y crecer en un medio deficiente en histidina.*® Existen
adaptaciones del test de Ames para Escherichia coli y Saccharomyces
cerevisiae.*® ¢

¢ Ensayo de aberraciones cromosdmicas en mamiferos (OCDE GT 473): tiene
por objeto detectar agentes que provocan aberraciones cromosomicas
estructurales en células de mamifero en cultivo. Se exponen los cultivos
celulares a la sustancia de ensayo, con y sin activacion metabdlica, tras lo cual
se tratan a intervalos preestablecidos con una sustancia que detenga la
divisién celular en la metafase. Se recolectan las células, se tifien y se
observan al microscopio aquéllas que se encuentren en la metafase con el fin
de detectar la presencia de aberraciones cromosémicas.*

e Ensayo Cometa o técnica de electroforesis unicelular. La prueba del cometa
es una herramienta muy Util para detectar el efecto genotoxico inducido por
agentes quimicos, fisicos o biolégicos, sobre las células de un ser vivo. Se
basa en una electroforesis en gel de células individuales que permite

cuantificar de forma sensible y rapida el dafio en el ADN celular.®! Las células
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con un incremento en su ADN dafiado presentan una mayor migracion del
ADN hacia el &nodo o bien, una mayor intensidad de fluorescencia con
respecto a las células normales. 210 11.51

2.2.2.4.2 Ensayos in vivo
Se emplean para investigar el dafio citogenético.

e El ensayo de micronucleos en eritrocitos de mamiferos (OCDE GT 474) tiene
por objeto determinar las sustancias que ocasionan lesiones citogenéticas que
dan lugar a la formacion de microndcleos con fragmentos de cromosomas 0
cromosomas enteros, que por un agente externo, van a quedar fuera del
ndcleo durante la mitosis. Se exponen los animales a la sustancia de ensayo
por una via adecuada, trabajando ademas con un grupo control.*® %2 Sj se
utiliza médula ésea, se sacrifican los animales a intervalos apropiados tras el
tratamiento, se extrae la médula sea, se preparan los portaobjetos y se tifien.
Si se emplea sangre periférica, se extrae a intervalos apropiados tras el
tratamiento, se preparan frotis y se tifien. En los estudios con sangre periférica
las células deben recolectarse lo antes posible después de la ultima
exposicion. Se analizan las preparaciones para detectar la presencia de
micronucleos.*9°2

e Elensayo citogenético in vivo (OCDE GT 475), es un ensayo de mutagenicidad
a corto plazo, de gran sensibilidad, util para detectar fundamentalmente
aberraciones cromosdmicas estructurales en condiciones que involucran la
respuesta in vivo, y que pueden variar segun la especie y el tejido.
Generalmente se evallan durante la primera mitosis consecutiva al
tratamiento. Con los mutagenos quimicos, la mayor parte de las aberraciones
inducidas son de tipo cromatidico.5? En este método, se utilizan células de
médula 6sea de mamiferos expuestos, por vias apropiadas, a las sustancias
de ensayo y sacrificados a intervalos sucesivos. El tejido diana es la médula
Osea por estar mas vascularizado y por contener una poblacion de células de
ciclo muy corto las cuales pueden aislarse y tratarse con facilidad. 5° 52

2.2.3 Ensayo cometa

Es un biomarcador rapido, simple, visual y sensible, conocido como electroforesis

unicelular alcalina, que se utiliza para medir y analizar rupturas en el ADN. Detecta

diferencias intracelulares y dafio en los procesos de reparacion de virtualmente
todas las células. La capacidad de migracion del ADN depende de la cantidad de

rompimientos producidos por el agente en cuestion de esta manera cada célula
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lesionada tiene la apariencia de un cometa con una cabeza y una cola brillante y
fluorescente; las células que no han sido dafiadas aparecen con nucleos intactos,
sin cola.®®

Existen muchas versiones del ensayo cometa que se aplican constantemente en
diferentes laboratorios a nivel mundial; la metodologia general y estandar fue
descrita por Ostling y Johanson en 1984 >* y luego reformada por Singh et al. En
1988,°° sin embargo actualmente, se han dado a conocer distintas modificaciones
a la técnica dependiendo de los intereses de estudio de algunos grupos de
investigacion. °¢ 57

2.2.3.1 Ventajas del Ensayo Cometa

El ensayo cometa o electroforesis de una sola célula provee ciertas ventajas ante
otras pruebas que evallan el dafio genotdxico por efecto. En este test los datos
son colectados a nivel de células individuales, proveyendo informacion de la
distribucion intercelular del dafio y de la reparacion. Asi mismo se requiere sélo
pequefios numeros de células para ser llevado a cabo y virtualmente cualquier
poblacién de células eucariotas puede ser utilizada en el proceso. %8 % 60 por
medio de este ensayo es posible evaluar el dafio en células no proliferativas, lo
gue representa también un gran beneficio sobre otras técnicas que si lo requieren.
En la electroforesis de una sola célula ademas se ha reportado mayor sensibilidad
de deteccion de dafio con respecto a otras pruebas de citogenética clasica.
Estudios comparativos en donde se evalian los efectos genotoxicos de la
radiacion por rayos X en linfocitos humanos, establecen que el dafio se incrementa
con las dosis de radiacion proporcionadas a la muestra tanto en el test de
micronucleos como en el ensayo cometa, sin embargo la sensibilidad del ensayo
cometa es significativamente superior, puesto que el dafio es detectado incluso a
bajas exposiciones.®! El ensayo del cometa alcalino es considerado también en
otros estudios comparativos de caracter farmacéutico para la evaluacion de
nuevas drogas, junto con la prueba de aberraciones cromosomicas, mostrando un
alto grado de valor predictivo.®? 63

A nivel general este test de genotoxicidad es bastante flexible permitiendo la
deteccién de un amplio rango de dafios que pueden ocasionarse en el ADN y
consta de un proceso sencillo y de rapida ejecucion, por lo que es posible la
obtencion de resultados el mismo dia en que se ha tomado la muestra y se ha

realizado el protocolo.
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2.2.3.2 Desventajas del Ensayo Cometa

A pesar de que la técnica ha sido ampliamente empleada y aceptada a nivel
mundial, existen algunas desventajas en su proceso de evaluacion. La primera de
ellas hace referencia al estricto manejo y preparacién de los reactivos y el nimero
de variables que pueden afectar un 6ptimo desarrollo, pues cualquier alteracion
en la concentracion de la agarosa, el estado de las distintas soluciones de trabajo,
el pH, la temperatura y los tiempos de cada paso, pueden cambiar drasticamente
el resultado a analizar debido a la alta sensibilidad de la técnica.® La segunda
desventaja y la mas nombrada, hace referencia a la falta de estandarizacion en el
analisis de las muestras y la representacion de los datos que se obtienen en los
estudios, ya que aunque muchos investigadores abarcan el tema, proponen
constantemente nuevas formas

de valoracién, sin definir un Gnico proceso de evaluacibn que permita la
comparacion entre laboratorios.%

2.2.3.3 Aplicaciones

El ensayo cometa es una de las técnicas mas empleadas en la actualidad dentro
del area de la genética toxicologica. Por su método econdmico, rapido y efectivo,
es empleado en el estudio de seguimiento a exposiciones medio ambientales y
ocupacionales de poblaciones humanas.®® En las disciplinas medioambientales,
por ejemplo, se han realizado estudios del impacto de genotdxicos en medios
acuaticos usando como modelo biolégico distintas especies de peces. © 56 Asi
mismo en el area clinica, se han adelantado estudios de Farmacovigilancia de
distintas drogas; 62 de genotoxicidad de productos quimicos de los que hacen parte
incluso el empleo de determinados tipos de resina en la salud oral; 87 y estudios
sobre mutagenos de linea germinal.®® 7

2.2.4 Acidos nucleicos

Los Acidos Nucleicos son las biomoléculas portadoras de la informacion genética.
Son biopolimeros, de elevado peso molecular, formados por otras subunidades
estructurales 0 monoémeros, denominados Nucledétidos. Desde el punto de vista
guimico, los acidos nucleicos son macromoléculas formadas por polimeros
lineales de nucledtidos, unidos por enlaces éster de fosfato, sin periodicidad
aparente. De acuerdo a la composicion quimica, los acidos nucleicos se clasifican
en Acido Desoxirribonucleico (ADN) que se encuentran residiendo en el nlcleo
celular y algunos organelos, y en Acido Ribonucleico (ARN) que actGan en el

citoplasma.”™ El descubrimiento de los acidos nucleicos se debe a Johann
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Friedrich Miescher, que en el afio 1869 aisl6 los nucleos de las células una
sustancia acida a la que llamé nucleina,’”?> nombre que posteriormente se cambi6
a acido nucleico. Posteriormente, en 1953, James Watson y Francis Crick
descubrieron la estructura del ADN, empleando la técnica de difraccién de rayos
X.

2.2.4.1 Estructura de los &cidos nucleicos

Los &cidos nucleicos son biopolimeros formados a partir de unidades llamadas

mondmeros, que son los nucledtidos. Durante los afios 20, el bioquimico Levene

analiz6 los componentes del ADN. Encontré que los nucleétidos se forman a partir
de la unién de: una pentosa, una base nitrogenada y acido fosférico. "

e Pentosa: D-ribosa en el ARN o D-2- desoxirribosa en el ADN.

¢ Base nitrogenada:

e Pdrica: Guanina (G) y Adenina (A).
e Pirimidinica: Timina (T), Citosina (C) y Uracilo (U).

e Acido fosforico: En la cadena de &cido nucleico une dos pentosas a través de
una unién fosfodiester. Esta unidn se produce entre el C-3’de una pentosa,
con el C-5"de la siguiente.”™

2.2.4.1.1 Azlcar pentosa

Las pentosas son monosacaridos (glucidos simples) formados por una cadena de

cinco atomos de carbono que cumplen una funcién estructural. Como los demas

monosacaridos aparecen en su estructura grupos hidroxilo (OH). Ademas,
también pueden llevar grupos cetdnicos o aldehidicos.

Las pentosas que forman los nucledétidos son tipo aldopentosas (contienen grupo

aldehido), Una de las mas importantes es la ribosa, la cual hace parte de los

nucleétidos que forman el ARN. A partir de la ribosa se puede obtener la

desoxirribosa, la cual forma parte del ADN.”

HO

OH H OHHO

Desoxirribosa Ribosa

Figura 2. Estructura quimica de las aldopentosas.
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2.2.4.1.2 Base nitrogenada

Son compuestos organicos ciclicos, que incluyen dos o mas atomos de nitrdgeno
y son la parte fundamental de los acidos nucleicos.” Biol6égicamente existen cinco
bases nitrogenadas principales, que se clasifican en dos grupos:

2.2.4.1.2.1 Bases Purinicas. Derivadas de la estructura de las Purinas (con dos
anillos): la Guanina (G) y la Adenina (A). Ambas bases se encuentran tanto en el
ADN como el ARN.™

2.2.4.1.2.2 Bases Pirimidinicas. Derivadas de la estructura de las Pirimidinas
(con un anillo): la Timina (T), Citosina (C) y Uracilo (U). La timina s6lo se encuentra
en la molécula de ADN, el uracilo sélo en la de ARN y la citosina, en ambos tipos

de macromoléculas.”™

H,N ﬁ ﬁ
| XN H,C | NH | NH
L I i
N N N
H H H
Citosina Timina Uracilo
NH, 0
PN I
N
k | \> HN/I \>
NN H NA
N N 2 NN N
H H
Adenina Guanina

Figura 3. Estructura quimica de las bases nitrogenadas.
2.2.4.1.3 Acido fosférico
Es un compuesto ternario que pertenece a la categoria de los oxacidos) de formula
H3PO4.™

OH

|
o:T—OH
OH

Figura 4. Estructura quimica del &cido fosférico.
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Finalmente la unién de estas tres moléculas citadas anteriormente da como

resultado a un nucledétido.

OH H

Figura 5. Estructura quimica de un nucleétido.

2.2.4.2 Importancia de los acidos nucleicos

Todos los organismos poseen estas biomoléculas que dirigen y controlan la
sintesis de sus proteinas, proporcionando la informacién que determina su
especificidad y caracteristicas biolégicas, ya que contienen las instrucciones
necesarias para realizar los procesos vitales y son las responsables de todas las
funciones basicas en el organismo.”

2.2.4.3 Acido desoxirribonucleico (DNA o ADN)

ElI DNA es un acido nucleico que contiene las instrucciones genéticas usadas en
el desarrollo y funcionamiento de todos los organismos vivos conocidos y algunos
virus, y es responsable de su transmision hereditaria. La funcion principal de la
molécula de ADN es el almacenamiento a largo plazo de informacion. Muchas
veces, el ADN es comparado con un plano o una receta, o un cdédigo, ya que
contiene las instrucciones necesarias para construir otros componentes de las
células, como las proteinas y las moléculas de ARN. Los segmentos de ADN que
llevan esta informacién genética son llamados genes.’

Desde el punto de vista quimico, el ADN es un polimero de nucle6tidos, es decir,
un polinucleotido. Un polimero es un compuesto formado por muchas unidades
simples conectadas entre si, como si fuera un largo tren formado por vagones. En
el ADN, cada vagon es un nucleétido, y cada nucledétido, a su vez, esta formado
por un azucar (la desoxirribosa), una base nitrogenada (que puede ser Adenina A,
Timina T, Citosina C o Guanina G) y un grupo fosfato que actiia como enganche
de cada vagon con el siguiente. Lo que distingue a un vagon (nucleétido) de otro
es, entonces, la base nitrogenada, y por ello la secuencia del ADN se especifica

nombrando solo la secuencia de sus bases’® 74
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Figura 6. Estructura quimica del ADN."

2.2.4.4 Acido ribonucleico (RNA o ARN)
Es un &cido nucleico formado por una cadena de ribonucleétidos. Esta presente

tanto en las células procariotas como en las eucariotas, y es el Unico material
genético de ciertos virus (virus ARN). EI ARN celular es lineal y monocatenaria (de
una sola cadena), pero en el genoma de algunos virus es de doble hebra.”

En los organismos celulares desempefia diversas funciones. Es la molécula que
dirige las etapas intermedias de la sintesis proteica; el ADN no puede actuar solo,
y se vale del ARN para transferir esta informacion vital durante la sintesis de
proteinas (produccién de las proteinas que necesita la célula para sus actividades
y su desarrollo). Varios tipos de ARN regulan la expresion génica, mientras que

otros tienen actividad catalitica.”®
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Figura 7. Estructura quimica del ARN."
2.2.45 Tipos de ARN
2.2.4.5.1 ARN mensajero (ARNm o RNAm)
lleva la informacién sobre la secuencia de aminoacidos de la proteina desde el
ADN, lugar en que esta inscrita, hasta el ribosoma, lugar en que se sintetizan las
proteinas de la célula’® 77
2.2.4.5.2 ARN de transferencia (ARNt o tRNA)
Son cortos polimeros de unos 80 nucledtidos que transfiere un aminoacido
especifico al polipéptido en crecimiento; se unen a lugares especificos del
ribosoma durante la traduccién. Tienen un sitio especifico para la fijacion del
aminoacido (extremo 3") y un anticodén formado por un triplete de nucleétidos que
se une al codén complementario del ARNm mediante puentes de hidrégeno.”’
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2.2.4.5.3 ARN ribosémico o ribosomal (ARNr o RNAr)
Los ARN ribosémicos son el componente catalitico de los ribosomas, se encargan
de crear los enlaces peptidicos entre los aminoacidos del polipéptido en formacion

durante la sintesis de proteinas.”” 8
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Nucleosoma
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Figura 8. Proceso de sintesis de proteina.

2.2.5 Extraccion de ADN de sangre total

Generalmente es deseable que la obtencién de la muestra de ADN no cause
ningun tipo de dafo a la persona y que sea facil y rapidamente obtenible. Estos
requisitos se cumplen en las muestras de sangre. Existen innumerables métodos
que permiten obtener ADN a partir de sangre entera, estos difieren en la pureza y
cantidad de muestra necesaria para realizar una extraccion.

La sangre se compone de varios tipos celulares, los mas importantes son los
gldébulos rojos y los glébulos blancos. Los primeros carecen de nucleo pues lo
pierden durante su maduracién, por lo tanto no poseen ADN. Los gl6bulos
blancos, en cambio, poseen nucleo y por tanto ADN. Entonces para obtener ADN
a partir de muestras de sangre s6lo son necesarios los leucocitos. Si bien, en un
principio se purificaban primero los glébulos blancos para luego extraer ADN a
partir de ellos, el posterior avance de la técnica permite hoy en dia extraer ADN a

partir de sangre entera con la misma pureza, sumando rapidez y sencillez.”
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Figura 9. Esquema de sintesis de células sanguineas.
2.2.6 Fuentes de obtencion de ADN
La obtencion de ADN de una persona es necesaria para realizar innumerables
analisis que permiten caracterizar el genotipo de dicha persona. Ya que la mayoria
de las células de cuerpo humano poseen una copia completa de ADN se puede

utilizar tejido de cualquier origen (ver la siguiente tabla).
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Tabla 1. Fuentes de obtencién del ADN genémico.™

Fuente

ADN

La sangre es una fuente excelente de ADN. Este esta presente
en los glébulos blancos (o leucocitos), pero no en los glébulos
rojos humanos (eritrocitos o hematies), pues éstos carecen de
ndcleo. Una mancha de sangre del tamafio de una moneda
pequefia, correspondiente a unos 50 microlitros, tiene suficiente
ADN para un analisis.

El ADN de la cabeza de los espermatozoides es habitualmente
la fuente mas importante de ADN como prueba del delito en
casos de ataque sexual. Cinco microlitros de semen contienen
aproximadamente la misma cantidad de ADN que 50 de sangre.
Para liberar el ADN de las cabezas de los espermatozoides se
requieren métodos de extraccion especiales. En consecuencia,
en las muestras de ataque sexual se puede extraer de forma
diferencial: la primera extraccion proporciona principalmente el
ADN de células epiteliales de la victima, mientras que la
segunda extraccion rinde principalmente ADN del semen.

La saliva contiene material celular. Se puede extraer ADN, para
su analisis, a partir de marcas de mordisco, colillas de cigarrillo,
sellos de correo pegados en el sobre o cierres engomados de
sobre.

El foliculo capilar de la base del cabello humano contiene
material celular rico en ADN. Para poderlo usar en analisis de
ADN, el cabello debe haber sido arrancado (los cabellos que
caen por rotura no contienen ADN).

Cualquier tejido del cuerpo que no se haya degradado es una
fuente potencial de ADN.

El hueso es una de las mejores fuentes de ADN a partir de
restos humanos descompuestos. Incluso cuando la carne se ha
descompuesto, a menudo se puede obtener ADN del hueso
desmineralizado. Se ha usado ADN de hueso para identificar
los huesos repatriados de soldados de los tiempos de la guerra
de Vietnam y los restos de la familia rusa Romanov, que fue
ejecutada durante la revolucion bolchevique.

Al igual que los huesos, los dientes pueden ser también una
fuente excelente de ADN, mucho después de que el resto del
cuerpo se haya descompuesto.

- o

La orina no contiene por si misma ADN, pero puede contener
células epiteliales, que si tienen ADN. Sin embargo, la mayoria
de personas sanas no excretan células epiteliales en su orina.
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2.2.7 ADN gendmico

El ADN gendmico es el DNA cromosémico nuclear, que ha sido aislado
directamente de células o tejidos

2.2.8 Extracto Hidroalcoholico

Los Extractos Hidroalcohdlicos son extractos liquidos concentrados, obtenidos de
la extraccion de una planta o parte de ella, utilizando como solvente alcohol y agua
mediante la maceracion. Presentan sedimento, color y aroma caracteristicos de la
planta de la cual se obtiene.®

2.2.9 Electroforesis en gel

La electroforesis es la aplicacion de las técnicas de separacion de
macromoléculas en un campo eléctrico en funcién de su tamafio 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 eléctrico. Agquellas particulas cargadas positivamente (cationes)
migraran hacia el catodo y las cargadas negativamente (aniones) hacia el &nodo.®!
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 los poros del gel con una velocidad
diferencial, que dependera de la carga eléctrica y del tamafio molecular. Cuando
las separaciones se han completado se interrumpe el 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 confiere la carga, y esta
presente de forma regular en la estructura. Los &cidos 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 &cidos nucleicos
estén cargados negativamente; por esto a la técnica se le denomina electroforesis
de inmersion. Las moléculas migraran hacia el polo positivo, de modo que viajaran
en esa direccién por el gel, separdndose por tamafio (N° de nucledétidos), a la hora
de cargar la muestra se colocan unos marcadores de frente (loading) que nos

permita detener la electroforesis en el momento que lo creamos oportuno. Para
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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.®!

2.2.10 Espectrofotometria

La capacidad que tiene el ADN de absorber luz a una determinada longitud de
onda (260 nm) permite el calculo de la concentracion de acido nucleico de la
muestra. Si la densidad 6ptica (OD) es 1, corresponde a aproximadamente 50
pug/ml de cadena doble de ADN, entonces calculamos la concentracion de ADN
gque tenemos en nuestras muestras, midiendo simplemente su absorbancia, sin
necesidad de realizar una curva patrén.®? Las proteinas tienen un maximo de
absorcion a 280 (principalmente por residuos de triptéfano), asi las lecturas a esta
longitud pueden mostrar si existen algin contaminante proteico. El calculo de una
relacién entre las lecturas a 260 nm y 280 nm es una manera comun para hacer
un estimado de la pureza o evaluar la contaminacion de una preparacion de ADN
con proteinas de acido nucleico, esta relacién debe estar entre los valores de 1,8
y 2,0. Si la muestra es pura, el primer método cominmente usado para la a

espectrofotometria.??
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ll. MATERIALES Y METODOS
3.1 Lugar de ejecucion
El presente trabajo de investigacion se llevd a cabo entre los meses de setiembre
de 2016 a mayo de 2017, la identificacién y descripcién botanica fue realizada por
la Blga Laura Aucasime (Anexo 1y 2); la obtencién del extracto hidroalcohdlico de
hojas de Datura stramonium L. “chamico” y ensayos fitoquimicos en el laboratorio
de Farmacognosia de la Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica; la
obtencion de ADN de linfocitos humano y los ensayos de genotoxicidad se
realizaron en el Centro de Investigacion en Biologia Molecular y Bioinformatica de
la Facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad Nacional de San Crist6bal de
Huamanga.
3.2 Poblacién y muestra
3.2.1 Poblacion
Datura stramonium L. “chamico”, que crece en los diferentes pisos ecolégicos de
la ciudad de Ayacucho.
3.2.2 Muestra
Dos kilogramos de hojas frescas de Datura stramonium L. “chamico”.
Las muestras fueron recolectadas en la Ciudad Universitaria de la U.N.S.C.H. de
la ciudad de Ayacucho; luego fueron transportadas al Laboratorio de
Farmacognosia, donde se dejaron secar al medio ambiente separando aquellas
gue cambien de color o muestren signos de alteracion.
3.2.3 Muestreo
El muestreo se realizé por conveniencia (muestreo no probabilistico).
3.3 Unidad experimental
ADN de linfocitos humano a 1500 ng/uL por ensayo.
3.4 Metodologiay recolecciéon de datos

3.4.1 Recolecciéon de la muestra
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Las muestras fueron recolectadas en la Ciudad Universitaria de la U.N.S.C.H. de
la ciudad de Ayacucho, luego se transport6 al Laboratorio de Farmacognosia, para
su secado correspondiente a temperatura ambiente separando aquellas que
cambiaron de color o muestren signos de alteracion.

3.4.2 Desecacion de la muestra

Las hojas se dejaron secar a temperatura ambiente, previa limpieza de los
mismos, bajo sombra previamente acondicionada teniendo como base el papel
Kraft que se cambié constantemente y volteando las hojas para un secado
uniforme y evitando el deterioro por la humedad. (Anexo 5)

3.4.3 Molienda

Las muestras secas fueron trituradas empleando un mortero con la finalidad de
reducir hasta un polvo fino. (Anexo 5).

3.4.4 Obtencion del extracto hidroalcohdlico

Se pes6 100 g de muestra seca y pulverizada, luego se macer6 en un frasco de
vidrio color ambar por 7 dias, para ello se utilizé etanol y agua destilada (3:1) hasta
cubrir la muestra por 1 cm de diferencia. Durante el proceso se agitd el frasco
durante 15 minutos dos veces al dia durante los 7 dias de la maceracion para que
el etanol se distribuya homogéneamente en la muestra. La muestra en maceracion
se conservo en un lugar fresco y oscuro. Luego se procedio a filtrar con ayuda de
una bomba al vacio y papel filtro, finalmente se llevé a un evaporador rotatorio
BUCHI-3000 a presion reducida y luego se concentrd a sequedad en una estufa
MEMMERT, a partir de las cuales se realiz6 la determinacién cualitativa y también
se prepararon las diferentes concentraciones para el efecto genotéxico. (Anexo 6
y7)

3.4.5 Identificacién fitoquimica del extracto hidroalcohdlico de hojas de
Datura stramonium L. “chamico”

Se realiz6 una identificacion fitoquimica cualitativa al extracto obtenido de la planta
medicinal en estudio, para determinar la presencia de los metabolitos secundarios
tales como: alcaloides y taninos. Las reacciones de identificacion se realizaron
siguiendo la metodologia propuesta por Miranda y Cuellar en el afio 2000.%
(Anexo 8).

3.4.6 Extraccion de ADN gendémico a partir de linfocitos humano

Se realiz6 en el Centro de Investigacion en Biologia Molecular y Bioinformatica,
contando con una unidad de bolsa colectora de sangre “cuadruple” fraccionada,

conteniendo el paquete de globulos blancos (para el desecho); la misma que se
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consiguid por donacion del Banco de Sangre del Hospital Regional de Ayacucho

“Miguel Angel Mariscal Llerena”, que se utilizd para la obtencién del ADN de

linfocitos con el protocolo descrito en Miranda.** (Anexo 9)
3.4.6.1 Procedimiento

Transferir 1 ml de sangre de un tubo de centrifuga con tapa y adicionar 9 ml
del tampon Tris— HCI 50 mM (pH 7.7).precalentado a 37 °C.

Homogenizar e incubar a 37 °C por 30 minutos, centrifugar a 2500 rpm por 10
minutos para sedimentar los linfocitos.

Descartar el sobrenadante aspirandolo con una pipeta Pasteur dejando 1 mi
del centrifugado en la parte inferior del tubo.

Repetir los procedimientos 3 (esta vez con 5 ml de tamp6n Tris — HCI 50 mM
(pH 7.7), 4 y 5 hasta tener un preparado claro.

Adicionar 1 ml de centrifugado, 9 ml de solucién salina (NaCl al 0.85%)
homogenizar y centrifugar a 2500 rpm/ 10 minutos.

Aspirar y descartar el sobrenadante dejando solo el sedimento, resuspender
el sedimento en 0.5 ml de la solucion HIGH TE (Tris-HCI 50 mM, pH 8.0; EDTA
100 mM). Resuspender el sedimento y transferirlo a un tubo de microcentrifuga
de 2 ml

Adicionar 0.5 ml de solucién de lisis (Tris-HCI 10 mM, pH 8.0; EDTA 40 mM,;
SDS al 1%; NaCl 10 mM).precalentada a 50 °C.

Adicionar 10 pL de la solucién de proteinasa K (20 mg/ml) e incubar por una
noche a 53 °C.

Adicionar 1 ml de la solucién Fenol saturado con Tris: cloroformo: alcohol
isoamilico (25: 24: 1). Y homogenizar por inversion delicadamente durante 10
minutos.

Centrifugar en la microcentrifuga por 10 minutos para separar las fases, luego
aspirar la fase superior acuosa que contiene el DNA y transferirla a un tubo
nuevo de microcentrifuga de 2 ml.

Adicionar a la fase acuosa 1 ml de la solucion de cloroformo y alcohol
isoamilico (24:1) y homogenizar por inversion durante 5 minutos. Centrifugar
en la microcentrifuga por 10 minutos. Aspirar la fase acuosa que contiene el
DNA y transferirla a un tubo nuevo de microcentrifuga de 2 ml.

Repetir el procedimiento anterior hasta obtener una fase acuosa

completamente clara.
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e Adicionar la solucion de Acetato de sodio 3 M, pH 5.2. en cantidad igual a 1/10
del volumen de la fase acuosa.

¢ Adicionar un volumen de alcohol isopropilico helado y dejar en reposo por 1
hora en hielo. Luego centrifugar en la microcentrifuga por 15 minutos.

e Eliminar cuidadosamente el sobrenadante y enjuagar el sedimento con 1 ml
de etanol al 70%.

e Centrifugar en la microcentrifuga por 10 min. Eliminar el alcohol y dejar secar
el sedimento a medio ambiente.

e Resuspender el sedimento con 300 ul de la solucién low TE (Tris HCI 50 mM,
pH 8.0; EDTA 1 mM. Guardar en la nevera.

3.4.7 Ensayo de genotoxicidad in vitro

Se desarrollé siguiendo los protocolos descritos en Miranda, 2013;'* con las

siguientes fases:

3.4.7.1 Fase de cuantificacion de ADN gendmico de linfocitos humano

Se realiz6 una cuantificacion por espectrofotometria UV en Eppendorf

BioPhotometer plus del ADN de linfocito humano obtenido, se llevd esto a una

concentracion de 1500ng/ul en un volumen final de 150ul para la planta medicinal

en estudio.

3.4.7.2 Fase de digestion de ADN gendmico de linfocitos humano

3.4.7.2.1 Procedimiento

e Se preparo las soluciones de digestion de ADN gendémico humano.

Tabla 2. Preparacion de soluciones de digestién de ADN gendmico humano para

grupo 1 con las diferentes concentraciones del extracto hidroalcohdlico de hojas

de Datura stramonium L. “chamico”. Ayacucho 2016.

Condiciones soluciones de digestion de ADN
N° de tubo 1 2 3 4 5 6
Blanco Control
ADN gendmico extraido 14 14 14 14 - 14
(uL)
Muestra | Concentracion 5 10 50 100 100
mg/mL mg/mL  mg/mL  mg/mL  mg/mL mg/mL
Volumen (pL) 6 6 6 6 20 -
H204 (ML) = = = = = 6
Volumen total (L) 20 20 20 20 20 20
Incubacién en bafio
maria a 37 °C alhoray 4 horas

e Serealiz6 cuatro repeticiones de ensayo de genotoxicidad in vitro, de la planta

medicinal en estudio.
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Tabla 3. Preparacion de soluciones de digestion de ADN gendémico humano para
grupo 2 con las diferentes concentraciones del extracto hidroalcohdlico de hojas
de Datura stramonium L. “chamico”. Ayacucho 2016.

Condiciones soluciones de digestion de ADN
N° de tubo 1 2 3 4 5 6
Blanco Control
ADN genoémico extraido 14 14 14 14 - 14
(18
Muestra | Concentracion 200 300 400 500 500
mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
Volumen (UL) 6 6 6 6 20 -
H204 (ML) = = = = = 6
Volumen total (UL) 20 20 20 20 20 20
Incubacién en bafio a 1 hora y 4 horas

maria a 37 °C
e Se realiz6 cuatro repeticiones de ensayo de genotoxicidad in vitro, de la planta

medicinal en estudio. (Anexo 10, 11y 12)
3.4.7.3 Fase de electroforesis
3.4.7.3.1 Procedimiento
e Se prepard el gel de agarosa a 1.5% y se dispuso en una camara de
electroforesis Biometra.
e Para el volumen de carga en los pocillos del gel de agarosa, se utilizé las
siguientes cantidades:
1 uL de loading (colorante sefializador de migracion de las bandas), 7 L de la
solucion de digestion para la prueba de genotoxicidad in vitro y 2 pL de agua
bidestilada estéril, obteniendo un volumen final del0 pL, se mezcld y se cargd
en el respectivo pozo del gel de agarosa para electroforesis. (Anexo 13)
Tabla 4. Preparaciéon de soluciones para el volumen de carga en los pocillos del
gel de agarosa con soluciones de digestion de ADN de grupo 1 para el ensayo de
genotoxicidad in vitro del extracto hidroalcohdlico de hojas de Datura stramonium

L. “chamico”. Ayacucho 2016.

Condiciones soluciones para el ensayos de genotoxicidad in vitro
Pocillos 1 2 3 4 5 6
Muestra | Concentracion 5 10 50 100 Blanco Control
mg/mL mg/mL  mg/mL  mg/mL  mg/mL
Volumen (pL) 7 7 7 7 7 7
H204 (UL) 2 2 2 2 2 2
Loanding (pL) 1 1 1 1 1 1
Volumen total (L) 10 10 10 10 10 10
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Tabla 5. Preparacion de soluciones para el volumen de carga en los pocillos del
gel de agarosa con soluciones de digestion de ADN de grupo 2 para el ensayo de
genotoxicidad in vitro del extracto hidroalcohdlico de hojas de Datura stramonium
L. “chamico”. Ayacucho 2016.

Condiciones Mezclas para ensayos de genotoxicidad in vitro
Pocillos 1 2 3 4 5 6
Muestra | Concentracion 200 300 400 500 Blanco Control
mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL

Volumen (uL) 7 7 7 7 7 7

H204 (uL) 2 2 2 2 2 2
Loanding (pL) 1 1 1 1 1 1
Volumen total (uL) 10 10 10 10 10 10

e Luego seinstald la cAmara de electroforesis a la fuente de poder y se programé
a 40 voltios (V) por tres horas de corrida. (Anexo 13)

3.4.7.4 Fase de lectura por radiaciéon UV

Luego del tiempo de corrido electroforético, se sumergio el gel de agarosa en una

solucion de bromuro de etidio al 1% durante quince minutos aproximadamente, se

enjuagé con abundante agua corriente dos veces y para visualizar las bandas y/o

fragmentos de ADN productos de la genotoxicidad, se colocé el gel de agarosa en

radiaciéon de luz ultra violeta, dentro del sistema de registrador de imagenes

Biometra UVsolo TS. (Anexo 14 y 15)

Adicionalmente se tomo fotografias con una cdmara digital Canon 20x de 12,1

mega pixeles full HD, sobre un transiluminador UV marca Ultra Lum; en ambos

casos para visualizar las bandas de ADN a diferentes concentraciones.

3.4.7.5 Fase de interpretaciéon 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”

propuesto por Speit (1995) y Collins (2004), en tesis de Monica Marisol Larrea

Poma.®
Tabla 6. Clasificacion de los niveles de fragmentacion del ADN por registro visual.
Clase Genotoxicidad
0 Fragmentacion de ADN < 5%
1 Fragmentacioén de ADN entre 5 a 20%
2 Fragmentacioén de ADN entre 20 a 40%
3 Fragmentacion de ADN entre 40 a 95%
4 Fragmentacion de ADN >95%

Fuente: Larrea Poma M, 2007.83
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3.5 Tipo de investigacion
Basico-experimental.
3.5.1 Disefio de investigacion

Tabla 7. Disefio de investigacion

Grupo Tiempo de Tratamiento Observacién
incubacion
control O]
blanco O2
1 hora 5 mg/mL O3
Ga y 10 mg/mL Os
4 horas
50 mg/mL Os
100 mg/mL Os
control Oz
blanco Os
1 hora 200 mg/mL O9
G2 y 300 mg/mL o)
4 horas d 10
400 mg/mL Ou
500 mg/mL O12

3.6 Analisis de datos estadisticos

Los datos obtenidos fueron agrupados y presentados en tablas, expresado en
registros fotograficos y figuras que explican mejor los hallazgos. El dafio
genotoxico se evaludé mediante el paquete estadistico SPSS versién 22, utilizando

la prueba de Kruskal-Wallis para muestras no paramétricas. El valor de p<0,05

sera considerado como el nivel estadisticamente significativo.®*
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IV. RESULTADOS

Tabla 8. Identificacion fitoquimica de los metabolitos secundarios en el extracto

hidroalcohélico de hojas de Datura stramonium L. “chamico”. Ayacucho 2016.

Extracto Reactivo Metabolitos Observacion Resultado
hidroalcohdlico ensayados
Muestra FeClz Fenoles y/o Coloracion +++
taninos azul tenue
Muestra Mayer Alcaloides Formacion de +++
precipitado
Leyenda:
+++ : Abundante
++ - Regular
+ : Escaso
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5 mg/mL 10 mg/mL 50 mg/mL 100 mg/mL Blanco Control

Figura 10. Ensayo genotoxico del extracto hidroalcoholico de hojas de Datura
stramonium L. “chamico”, a una hora de incubacion en bafio maria a temperatura
de 37 °C a diferentes concentraciones. Laboratorio de Biologia Molecular.
Ayacucho 2016.
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100 mg/mL 200 mg/mL 300 mg/mL 400 mg/mL 500 mg/mL Blanco Control

Figura 11. Ensayo genotdxico del extracto hidroalcohdlico de hojas de Datura
stramonium L. “chamico”, a una hora de incubacion en bafio maria a temperatura

de 37 °C a diferentes concentraciones. Laboratorio de Biologia Molecular.

Ayacucho 2016.
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5 mg/mL 10 mg/mL 50 mg/mL 100 mg/mL Blanco Control

Figura 12. Ensayo genotéxico del extracto hidroalcohdlico de hojas de Datura
stramonium L. “chamico”, a cuatro horas de incubacion en bafio maria a
temperatura de 37 °C, a deferentes concentraciones. Laboratorio de Biologia

Molecular. Ayacucho 2016.
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100 mg/mL 200 mg/mL 300 mg/mL 400 mg/mL 500 mg/mL Blanco Control

Figura 13. Ensayo genotéxico del extracto hidroalcohdlico de hojas de Datura
stramonium L. “chamico”, a cuatro horas de incubacion en bafio maria a
temperatura de 37 °C a diferentes concentraciones. Laboratorio de Biologia

Molecular. Ayacucho 2016.
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Tabla 9. Grado de genotoxicidad in vitro de ADN gendémico humano, con
soluciones de digestion de ADN de grupo 1 del extracto hidroalcohélico de hojas
de Datura stramonium L. "chamico" y tiempo de incubacién a 37 °C. Ayacucho
2016.

Tiempo de Grado de genotoxicidad in vitro de ADN genémico humano,
incubacion segun diferentes concentraciones de extracto hidroalcohdlico de
(hora) hojas de Datura stramonium L. "chamico".
5 (mg/mL) 10 (mg/mL) 50 (mg/mL) 100 (mg/mL)
0 1 1 2
1 1 1 2
1 hora 0 1 1 >
0 1 2 2
1 1 2 2
0 2 1 3
4 horas 1 1 > >
1 1 1 3
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Tabla 10. Grado de genotoxicidad in vitro de ADN gendmico humano, con
soluciones de digestion de ADN de grupo 2 del extracto hidroalcohdlico de hojas
de Datura stramonium L. "chamico" y tiempo de incubacién a 37 °C. Ayacucho
2016.

Tiempo de Grado de genotoxicidad in vitro de ADN genémico humano,
incubacion segun diferentes concentraciones de extracto hidroalcohdlico de
(hora) hojas de Datura stramonium L. "chamico".
200 (mg/mL) 300 (mg/mL) 400 (mg/mL) 500 (mg/mL)
2 3 3 3
2 2 3 4
1 hora 3 3 3 4
2 3 3 4
2 3 3 4
2 3 4 4
4 horas 3 4 3 4
3 3 4 4
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p=1x10+4

Grado de genotoxicidad
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Concentracion (mg/mL) y hora

Figura 14. Prueba de Kruskal-Wallis: grado de genotoxicidad vs concentracion
(mg/mL) y tiempo de incubacion a una hora y cuatro horas en bafio maria a 37 °C.
Ayacucho 2016.
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V. DISCUSION

El presente trabajo de investigacion tiene la finalidad de determinar el efecto
genotoxico del extracto hidroalcohdlico de hojas de Datura stramonium L.
“chamico”. La poblacion humana en general reconoce que las plantas medicinales
poseen propiedades terapéuticas para diferentes males gracias a que éstas
contienen diferentes metabolitos secundarios, los mismos que constituyen el
principio activo, pero estas pueden tener efectos secundarios, entre ellos aquel
gue puede causar dafio a nivel del ADN (genotoxicidad) de las células del
organismo que esta recibiendo el tratamiento directamente con las plantas o con
los productos procesados, por lo que es necesario conocer si estas pueden estar
ejerciendo este efecto a nivel del ADN.! Generalmente la actividad farmacolégica
de las hierbas medicinales se asocia con la toxicidad de las mismas vy el efecto
téxico inducido depende de la dosis consumida. Los compuestos quimicos
presentes en las plantas medicinales pueden interactuar directa o indirectamente
con el ADN produciendo cambios que afectan el funcionamiento celular y que a
largo plazo causan trastornos en la salud.?

Nuestro pais posee una flora rica en plantas medicinales, estos experimentan
cada dia un incremento en la preferencia del consumo nacional, como también en
otros paises. En los ultimos afios las plantas medicinales han adquirido gran
importancia en terapias alternativas o complementarias, asi mismo en la busqueda
de nuevas estructuras bioactivas para el tratamiento de las enfermedades. Por
ello es importante realizar estudios de genotoxicidad a las plantas medicinales y/o
fitofarmacos mas usados en nuestro pais, para que asi puedan ser registrados y
reconocidos como productos farmacéuticos y puedan ser consumidos por el
hombre.

En estudios de genotoxicidad las técnicas de eleccién deben ser capaces de
detectar tanto el dafio como la reparacion consecuente al material genético en

células individuales. La genotoxicidad de los agentes quimicos es una
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caracteristica intrinseca, basada en el potencial electrofilico del agente para unirse
a los campos nucleofilicos de macromoléculas presentes en las células tales como
el &cido desoxirribonucleico (ADN), el portador de la informacion hereditaria.® La
genotoxicidad es la toxicidad que se manifiesta en el material genético de las
células, estos incluyen efectos tanto directos como indirectos sobre el ADN.?

En el presente estudio, la estimacion del dafio genotdxico in vitro fue determinado
con el “método Tomasevich”, que consiste en exponer al ADN gendémico humano
a diferentes concentraciones del extracto hidroalcohdlico a 37 °C, luego sometido
a electroforesis en gel de agarosa con bromuro de etidio al 1% vy visualizado en
radiacién de luz ultra violeta, dentro del sistema de registrador de imagenes
Biometra UVsolo TS, constituyendo un método eficaz y eficiente para determinar
la genotoxicidad de las plantas medicinales.'*

Para realizar el presente estudio se contd con una unidad de bolsa colectora de
sangre “cuadruple” fraccionada, conteniendo el paquete de glébulos blancos (para
el desecho); la misma que se consiguié por donacién del Banco de Sangre del
Hospital Regional de Ayacucho “Miguel Angel Mariscal Llerena”, y obtener ADN
gendémico humano mediante extraccion organica con cloroformo: alcohol
isoamilico y precipitacién con isopropanol.

Las reacciones de identificacion se realizaron siguiendo la metodologia propuesta
por Miranda y Cuellar en el afio 20008 (Anexo 4).

Para observar la presencia de alcaloides en el extracto hidroalcohdlico se realizé
el ensayo de Mayer, para ello se disolvié una alicuota de extracto hidroalcohdlico
concentrado en agua, luego se llevé a bafio Maria para evaporar la parte organica
y el residuo se redisolvié con 1 mL de acido clorhidrico al 1 % en agua. Con la
solucién acuosa &cida obtenida se realiz6 el ensayo afiadiendo 3 gotas del
reactivo Mayer, al afiadir el reactivo se observd un precipitado coposo que nos
indica la presencia de alcaloides en el extracto hidroalcohélico obtenido a partir de
hojas de Datura stramonium L. “chamico” & (Anexo 8).

Para observar la presencia de taninos se realizo el ensayo de cloruro férrico, para
ello se disolvié una alicuota de extracto hidroalcohdlico concentrado en agua,
luego se afadié 3 gotas de solucion de tricloruro férrico al 5 %y se observo una
coloracién verde intenso que nos indica la presencia de taninos en el extracto
hidroalcohélico obtenido a partir de hojas de Datura stramonium L. “chamico” &
(Anexo 8). De esta manera ambos ensayos de identificacion fitoquimica resultaron

positivos.&
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La figura 10, es el registro fotografico con camara digital a colores y sistema
registrador de imagenes Biometra UVsolo TS, en ello se observa el grado de
fragmentacion del ADN gendmico humano sometido a concentraciones de 5
mg/mL, 10 mg/mL, 50 mg/mL y 100 mg/mL de extracto hidroalcohdlico de hojas
de Datura stramonium L. “chamico” a 1 hora de digestion (incubacion en bafio
Maria a temperatura de 37 °C).La corrida se realiz6 sobre un gel de agarosa al 1.5
% y se dispuso en una cadmara de electroforesis Biometra por 3 horas a 40 voltios.
Para el volumen de carga en los pocillos del gel de agarosa se utilizé las siguientes
cantidades: 1 pL de loading (colorante sefalizador de migracién de las bandas), 7
uL de la solucién de digestién para la prueba de genotoxicidad in vitro y 2 uL de
agua destilada estéril obteniendo un volumen final de 10 uL, el cual se mezclé y
se carg6 sobre los respectivos pocillos en el gel de agarosa para la electroforesis.
El carril nimero 1 corresponde a (14 pl de ADN gendmico + 6 pl de extracto
hidroalcohélico de concentracion de 5 mg/mL), el carril nimero 2 corresponde a
(14 ul de ADN gendmico + 6 pl de extracto hidroalcohdlico de concentracion de 10
mg/mL), el carril nimero 3 corresponde a (14 pl de ADN gendémico + 6 pl de
extracto hidroalcohdlico de concentracion de 50 mg/mL), el carril nimero 4
corresponde a (14 pl de ADN gendmico + 6 ul de extracto hidroalcohdlico de
concentracion de 100 mg/mL), el carril nimero 5 corresponde al blanco (20 pl de
extracto hidroalcohdlico de 100 mg/mL ) y el carril nimero 6 corresponde a la
muestra control (14ul de ADN gendmico + 2 pl de agua destilada estéril).En la
fotografia se observa una ligera variacion en la fluorescencia emitida por las
bandas, a medida que va aumentando la concentracion del extracto
hidroalcohdlico de hojas de Datura stramonium L. “chamico” disminuye la emisién
de fluorescencia en comparacion con la muestra control (carril nimero 6).

En la figura 11, se observa la fotografia del grado de fragmentacién del ADN
genomico humano sometido a concentraciones de 100 mg/mL, 200 mg/mL, 300
mg/mL, 400 mg/mL y 500 mg/mL de extracto hidroalcohdlico de hojas de Datura
stramonium L. “chamico” a 1 hora de digestion (incubacion en bafio Maria a una
temperatura de 37 °C). El carril nimero 1 corresponde a (14 pl de ADN gendémico
+ 6 pl de extracto hidroalcohdlico de concentracion de 100 mg/mL), el carril
namero 2 corresponde a (14 pl de ADN genémico + 6 pl de extracto hidroalcohdlico
de concentracion de 200 mg/mL), el carril nimero 3 corresponde a (14 pl de ADN
gendmico + 6 pl de extracto hidroalcohodlico de concentracion de 300 mg/mL), el

carril numero 4 corresponde a (14 pl de ADN gendmico + 6 pl de extracto
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hidroalcohdlico de concentracion de 400 mg/mL), el carril nUmero 5 corresponde
a (14 pl de ADN gendémico + 6 pl de extracto hidroalcohdlico de concentracion de
500mg/mL), el carrii nimero 6 corresponde al blanco (20 pl de extracto
hidroalcohdlico de 100 mg/mL ) y el carril niUmero 7 corresponde a la muestra
control (14 pl de ADN gendmico + 2 pl de agua destilada). En la fotografia se
observa una variacion en la fluorescencia emitida por las bandas, a medida que
va aumentando la concentracion del extracto hidroalcohdlico de hojas de Datura
stramonium L. “chamico” disminuye la emisién de fluorescencia en comparacién
con la muestra control (carril nimero 7).

En la figura 12, se observa la fotografia del grado de fragmentacion del ADN
gendmico humano sometido a concentraciones de 5mg/mL, 10mg/mL, 50mg/mL
y 100mg/mL de extracto hidroalcohdlico de hojas de Datura stramonium L.
“chamico”, a 4 horas de digestion (incubacion en bafio Maria a una temperatura
de 37 °C).El carril nimero 1 corresponde a (14 pl de ADN gendémico + 6 ul de
extracto hidroalcohdlico de concentracion de 5 mg/mL), el carril namero 2
corresponde a (14 pl de ADN gendmico + 6 pl de extracto hidroalcohdlico de
concentracion de 10 mg/mL), el carril nimero 3 corresponde a (14 pl de ADN
gendmico + 6 ul de extracto hidroalcohdlico de concentracion de 50 mg/mL), el
carril numero 4 corresponde a (14 pl de ADN gendmico + 6 ul de extracto
hidroalcohdlico de concentracion de 100 mg/mL), el carril nUmero 5 corresponde
al blanco (20 ul de extracto hidroalcohdlico de 100 mg/mL ) y el carril nimero 6
corresponde a la muestra control (14 pl de ADN gendmico + 2 ul de agua destilada
estéril). En la fotografia se observa una disminucion considerable en la
fluorescencia emitida por las bandas, a medida que va aumentando la
concentracion del extracto hidroalcohdlico de hojas de Datura stramonium L.
“chamico” disminuye la emision de fluorescencia en comparacion con la muestra
control (carril nimero 6), lo cual indica que a mayor concentracién y a mayor
tiempo de incubacion la fragmentacion del ADN es mayor, por lo tanto la emision
de la fluorescencia disminuye al aumentar la concentracion del extracto
hidroalcohdlico de hojas de Datura stramonium L. “chamico”.

En la figura 13, se observa la fotografia del grado de fragmentacién del ADN
gendémico humano sometido a concentraciones de 100 mg/mL, 200 mg/mL, 300
mg/mL, 400 mg/mL y 500 mg/mL de extracto hidroalcohdlico de hojas de Datura
stramonium L. “chamico” a 4 hora de digestion (incubacion en bafio Maria a una

temperatura de 37 °C). El carril nUmero 1 corresponde a (14 pl de ADN gendémico
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+ 6 pl de extracto hidroalcohdlico de concentracion de 100 mg/mL), el carril
numero 2 corresponde a (14 pl de ADN gendmico + 6 pl de extracto hidroalcohdlico
de concentracién de 200 mg/mL), el carril nimero 3 corresponde a (14 pl de ADN
gendmico + 6 pl de extracto hidroalcohdlico de concentracion de 300 mg/mL), el
carril nimero 4 corresponde a (14 pl de ADN gendmico + 6 pl de extracto
hidroalcohdlico de concentracion de 400 mg/mL), el carril nUmero 5 corresponde
a(14 pl de ADN gendmico + 6 pl de extracto hidroalcohdlico de concentracion de
500mg/mL), el carril namero 6 corresponde al blanco (20 ul de extracto
hidroalcohélico de 100 mg/mL ) y el carril nimero 7 corresponde a la muestra
control (14 pl de ADN genbémico + 2 pl de agua destilada). En la fotografia se
observa una disminucién considerable en la fluorescencia emitida por las bandas,
a medida que va aumentando la concentracion del extracto hidroalcohdlico de
hojas de Datura stramonium L. “chamico” disminuye la emision de fluorescencia
en comparacion con la muestra control (carril nGmero 7), lo cual indica que a mayor
concentracion y a mayor tiempo de incubacion la fragmentacién del ADN es
mayor, por lo tanto la emisién de la fluorescencia disminuye al aumentar la
concentracion del extracto hidroalcohdlico de hojas de Datura stramonium L.
“chamico”.

La emisién de la fluorescencia es directamente proporcional a la concentracion del
ADN gendmico, esto indica que a mayor concentracion de ADN se observara
mayor fluorescencia y a menor concentracion de ADN se observard menor
emision de fluorescencia. La emision de fluorescencia se debe a las moléculas de
bromuro de etidio, el cual se intercala en la molécula de ADN, exactamente en el
espacio que existe entre nucleétido y otro nucleétido que mide 3,4 angstroms, este
espacio es suficiente para que el bromuro de etidio se intercale durante la fase de
coloracion (la molécula de bromuro de etidio mide 3,4 angstroms), la fluorescencia
se da cuando la luz ultravioleta choca y excita a los electrones de bromuro de
etidio. Cuando los electrones se excitan saltan de un orbital de menor energia a
un orbital de mayor energia (transicion electrénica) produciendo la fluorescencia.
En la tabla nimero 8, se observa el grado de genotoxicidad in vitro de ADN
gendmico humanocon concentraciones de 5 mg/mL, 10 mg/mL, 50 mg/mL y 100
mg/mL de extracto hidroalcohdlico de hojas de Datura stramonium L. “chamico” a
1 horay 4 horas de digestion (incubacion en bafio Maria a una temperatura de 37

°C). Se observa la diferencia del grado de genotoxicidad en 1 hora de incubacién
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con respecto a 4 horas de incubacion en bafio Maria. De esta manera a mayor
tiempo de incubacién, mayor es la fragmentacion del ADN.

En la tabla nimero 9, se observa el grado de genotoxicidad in vitro de ADN
gendmico humanocon concentraciones de 200 mg/mL, 300 mg/mL, 400 mg/mL y
500 mg/mL de extracto hidroalcohdlico de hojas de Datura stramonium L.
“chamico”, a una hora y cuatro horas de digestion (incubacién en bafio Maria a
una temperatura de 37 °C). Se observa la diferencia del grado de genotoxicidad
en 1 hora de incubacién con respecto a 4 horas de incubacién en bafio Maria.

En la tabla nimero 8 y 9 se puede observar una diferencia significativa en razén
al tiempo de incubacién de las soluciones de digestion de ADN genémico humano.
Teniendo en cuenta lo anterior se deduce que a mayor tiempo de incubacion,
mayor es la fragmentacion del ADN.

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”
propuesto por Speit (1995) y Collins (2004) en tesis de Monica Marisol Larrea
Poma.®

En la figura 14 se presenta la prueba de Kruskal-Wallis. La gréfica representa el
grado de genotoxicidad versus la concentracion (mg/mL) y el tiempo (hora) de
incubacién a una hora y cuatro horas. En el gréfico se puede observar mejor que
a mayor tiempo de incubacién, mayor es la fragmentaciéon del ADN gendémico. La
velocidad de la reaccién se incrementa con el mantenimiento de la temperatura
Optima, este incremento se debe a que aumenta el nimero de moléculas ricas en
energia que pueden pasar la barrera energética de estado de transicion para
formar a los productos.

En general, los aumentos de temperatura aceleran las reacciones quimicas, por
cada 10 °C de incremento la velocidad de reaccion se duplica. Las reacciones
catalizadas por enzimas siguen esta ley general, sin embargo al ser proteinas, a
partir de cierta temperatura empiezan a desnaturalizarse por el calor. La
temperatura a la cual la actividad catalitica es méxima se llama temperatura
Optima. Por encima de esta temperatura, el aumento de velocidad de la reaccion
debido a la temperatura, es contrarrestado por la pérdida de actividad catalitica
debida a la desnaturalizacion térmica y la actividad enzimatica decrece

rapidamente hasta anularse.
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Los alcaloides son compuestos organicos ciclicos que contienen nitrégeno
(compuesto heterociclo) en un estado de oxidacién negativo con una distribucién
limitado entre los organismos vivos.

En la actualidad existe una definicién de alcaloides mucho méas amplia, que incluye
a todos los productos naturales que contienen nitrégeno que no son clasificados
como péptidos, aminoacidos no proteicos, aminas, glicésidos cianogénicos,
glucosinolatos, cofactores, fitohormonas o metabolitos primarios tales como bases
purinas y pirimidinas.

Como su nombre lo sugiere, la mayoria son sustancias alcalinas que a valores de
pH citosélico (pH: 7,2) o vacuolar (pH: 5 a 6), protonizan el &tomo de nitrégeno,
por lo que la mayoria de los alcaloides estan cargados positivamente.

En la presente investigacion se reporta las roturas de ADN genémico humano por
efecto del extracto hidroalcohdlico de hojas de Datura stramonium L. “chamico”,
sin embargo no se conoce con exactitud cémo se lleva acabo dicho efecto
genotoxico, aungque la mayoria de los compuestos no fueron aun estudiados en
detalle, han sido identificados una serie de blancos celulares o moleculares
susceptibles a inhibicién selectiva o modulacion por los alcaloides. Estos blancos
biol6gicos pueden ser; acidos nucleicos, proteinas, membranas, carriers,
receptores de neurotransmisores, enzimas, etc.

Con la prueba de Kruskal-Wallis se demuestra que existe diferencia
estadisticamente significativa ya que el nivel de significancia es menor a 0,05
(p<0,05).
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VI. CONCLUSIONES

o El extracto hidroalcohdlico de hojas de Datura stramonium L. “chamico”
presenta efecto genotdxico in vitro sobre el ADN gendmico de linfocitos
humano.

e Los metabolitos secundarios identificados en el extracto hidroalcohdlico de
hojas de Datura stramonium L. “chamico”, fueron alcaloides y taninos.

e Las concentraciones que produjeron mayor dafio genotéxico fueron de 500
mg/mL, 400 mg/mL y 300 mg/mL, que mediante la prueba de Kruskal-Wallis el
dafio genotodxico es directamente proporcional a la concentracion del extracto

hidroalcohélico de Datura stramonium L. y al tiempo de incubacién (p=1x104).
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VII. RECOMENDACIONES
e Impulsar trabajos de investigacibn sobre genotoxicidad en la Escuela
Profesional de Farmacia y Bioquimica, ya que en los ultimos afios ha retornado
el interés por las plantas medicinales en busqueda de nuevas estructuras
bioactivas para el tratamiento de las enfermedades.
o Ampliar estudios de genotoxicidad in vitro con otras plantas medicinales de uso
comun en nuestra region.
e Impulsar trabajos de investigacion sobre estudios de Genotoxicidad vy
Farmacogendmica en las Facultades y Escuelas de Farmacia y Bioquimica en
las universidades del Perl, para asi poder mejorar la calidad de vida de

nuestra poblacién.
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Anexo 1. Clasificacién taxondmica de Datura stramonium L. “chamico”. Ayacucho

2016.

CER

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

TIFICA

Que, el Bach. en

Farmacia y Bioquimica, Sr.

Joel Caroy, MARTINEZ

FERNANDEZ, ha solicitado la identificacion de una muestra vegetal para trabajo

de tesis.

Dicha muestra ha sido determinada segun el Sistema de Clasificacion de

Cronquist. A. 1988. y es como sigue:

- DIVISION'

Y cLasE
SUB CLASE
ORDEN
FAMILIA

_ GENERO .

. ESPECIE |

NV

MAGNOLIOPHYTA
MAGNOLIOPSIDA
ASTERIDAE
SOLANALES
SOLANACEAE

Datura

Datura stramonium L..

“chamico”

4 Se explde la certificacién correspondiente a solicitud del interesado para

Ios finés que estlme conveniente.

{

Ayacucho, 20 de Mayo del 2016

YRS LS

FAC\A‘I\DDECM‘ O 5
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Anexo 2. Descripcion boténica de Datura stramonium L. “chamico”. Ayacucho

2016.

i CHAMICO

{ Nombré cientifico . Datura stramonium
| DESCRIPCION BQTANICA {

Planta herbacea anual mide hasta 1 metro de alto, de tallos erguidos
dicotomicamente ramificado y lisos, hojas simples , alternas, pecioladas
" ovaladas, con el pice agudo y bordes sinuosos, con los nervios pronunciados en
el envés, presenta un olor desagradable ; flores grandes blancas o ligeramente
azuladas heteroclamideas bisexuales y tubulares. Caliz y corola formada por 5
piezas soldadas, 5 estambres libres , ovario stipero, tetracarpelar , con 2 !culos y
conteniendo muchos 6vulos, de placentacion parietal, fruto capsula de
dehiscencia valvar provista de espinas . Las semillas negruzcas de forma

arrifionada.

‘Haitat y Distribucion:

Es una especie introducida, crece al estado silvestre como maleza en [0s campos

vl el DL I X h G ! o1
de cultivo, terrenos secos y abandonados es propia de climas templaccs y calidos

hasta los 3 000 msnm. Se propaga mediante semillas
Usps: , it
Es'una planta toxica; se usa como plaguicida contra plagas e nsccios haciendo
fumigaciones oon el agua de las hojas machacadas y hervidas .

{14
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Anexo 3. Diagrama para la obtencion del extracto hidroalcohdlico de hojas de
datura Datura stramonium L. “chamico”. Ayacucho 2016.

I Hojas de Datura stramonium L. “chamico” I

I Recoleccién de la muestra I

I Identificacion Boténica I Secado a temperatura
ambiente y bajo sombra

I Molienda I

Maceracién con etanol y
obtencion del extracto
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Anexo 4. Diagrama de identificacion fitoquimico del extracto hidroalcohdlico de las
hojas de Datura stramonium L. “chamico”. Ayacucho 2016.

I Extracto hidroalcoholico I

Dividir en fracciones de
2 mL

Ensayo de Mayer Ensayo de Cloruro férrico
(Alcaloides) (Fenoles y/o taninos)
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Anexo 5. Recoleccion, secado y molienda de hojas de Datura stramonium

chamico”. Ayacucho 2016.

Datura stramonium L. '

> “chamico”

Secado de la muestra

Molienda de la muestra
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Anexo 6. Obtencion del extracto hidroalcohdlico de hojas de Datura stramonium

B

L. “chamico”. Ayacucho 2016.

sartorius

-
e ENBOOC S |

,,—,—————

Datura stramonium L.
“chamico”

Pesado de la muestra pulverizada

Maceracion de la muestra (agua mas etanol al 95%) por 7 dias

Filtrado del extracto hidroalcohdlico de hojas de Datura stramonium L. “chamico”
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Anexo 7. Concentracidbn del extracto hidroalcohdlico de hojas de Datura
stramonium L. “chamico”, a sequedad en una estufa MEMMERT a 37 °C.
Ayacucho 2016.

Extracto hidroalcohdlico de hojas de Datura stramonium L. “chamico”, en la estufa a

una temperatura de 37 °C

Extracto hidroalcoholico concentrado de hojas de Datura stramonium L. “chamico”
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Anexo 8. Ensayo de identificacion fotoquimico del extracto hidroalcohdlico de
hojas de Datura stramonium L. “chamico”. Ayacucho 2016.

Muestra | Muestra + Rvo. FeCl3 |

Ensayo de Cloro férrico para determinar la presencia de compuestos fendélicos y/o

taninos (resultado positivo)

Muestra Muestra + Rvo. Mayer

Ensayo de Mayer para determinar la presencia de alcaloides (resultado positivo)
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Anexo 9. Proceso de extracciéon de ADN gendmico a partir de linfocitos humano.
Ayacucho 2016.

ADN gendémico humano extraido en tubos eppendorf

PRRNPR W R —— S —

Imagen captado en el equipo transiluminador UV. La fluorescencia observada indica
la presencia de ADN
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Anexo 10. Proceso de preparacion a diferentes concentraciones del extracto
hidroalcohdlico de hojas de Datura stramonium L. “chamico”. Ayacucho 2016.

Incubacién en bafio maria a 37 °C para facilitar la solubilidad del extracto

\.——"

Un ligero bortex para homogenizar la mezcla
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Anexo 11. Concentraciones preparadas a partir del extracto hidroalcohdlico de
hojas de Datura stramonium L. “chamico”. Ayacucho 2016.

>

Dalura S {ramonivm | T haiiil

Exiracto hidroalcohd lico a d F/a'eﬂ/fs
Conceniracione s

Concentraciones preparadas a partir del extracto hidroalcoholico

L) o -7
Dadora Stramonivm L. Lhamico

Extraclo hidvoalcohélico @ Jt/ﬂcﬂl’%

Conceatraciones

Concentraciones preparadas a partir del extracto hidroalcohélico
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Anexo 12. Preparacion de solucion de digestion de ADN gendémico humano (con
las concentraciones de grupo 1y 2). E incubacion en bafio maria por uno hora y
cuatro horas a 37 °C. Ayacucho 2016.

Dajora  Stramoniom | . T hamico ™” Dalora stramoniorm L. Thamico™
Exiracto hidroalcohslico a diferentes Extracle hidvoalcohélico @ digerentes
Conceﬂ/mcr ones g cadicionas
&
@5\ c’\‘ "\‘\\. @”I'

\

9"”/'L ud“?f"" “‘,)-L

LARRIALRE)

Concentraciones preparadas para tratamiento de grupo 1y 2

Preparacion para Ia fase de digestiéon de ADN genémico humano

Datvra  Slramoviom 1. *Chamico” Dalora Siramonivm l.
Exbacto hidvoal bl ~Chamico™
e ' unm;:ac?oi‘ysmnks &xtraclo Hidroalcondlico @ Jw'm‘hs

conceniry ciones

A \,f i :
') & & A
L

N
o ‘09 d\

Q

! et W, ", s ? L

¥ Y 8 ¥ B ¢ ¢ & 8 8
Soluciones de digestién de ADN gendmico (ADN gendémico humano + diferentes
concentraciones del extracto hidroalcohdélico)

Incubacién en bafio maria por una hora y cuatro horas a 37 °C
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Anexo 13. Fase de electroforesis en gel de agarosa (se repite el mismo
procedimiento para los grupos 1y 2 de tratamiento). Ayacucho 2016.

Acondionamiento de la caAmara de Mezcla de soluciones de digestién después
electroforesis de la incubacién.

Proceso de sembrado en los pocillos Camara de electroforesis con gel de
de gel de agarosa agarosa

Instalacién y programacion de La camara de electroforesis después de 3
la camara de electroforesis a horas de corrida a 40 v
40 v por 3 horas
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Anexo 14. Fase de coloracién con bromuro de etidio. Ayacucho 2016.

Adicionar la solucién de bromuro de etidio 1% al reci"piente hasta cubrir el gel de
agarosa

Pasado los 15 minutos se devuelve la solucién de bromuro de etidio 1% al frasco,
luego se realiza el lavado del gel de agarosa con agua corriendo 2 veces con mucho
cuidado
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Anexo 15. Fase de lectura por radiacion UV. Ayacucho 2016.

Imagen captada con camara digital sobre el Equipo transiluminador UV

Imagen captada en el sistema de registrador de imagenes Biometra UVsolo TS
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Means

Rank X hora
51 5,00
54 1,00
101 12,50
104 16,50
501 16,50
504 20,50
1001 28,50
1004 37,00
2001 32,75
2004 37,00
3001 41,25
3004 49,00
4001 45,50
4004 52,50
5001 56,00
5004 59,50

Comparison

std r Min Max
0,25 0,5000000
0,75 0,5000000
1,00 0,0000000
1,25 0,5000000
1,25 0,5000000
1,50 0,5773503
2,00 0,0000000
2,50 0,5773503
2,25 0,5000000
2,50 0,5773503
2,75 0,5000000
3,25 0,5000000
3,00 0,0000000
3,560 0,5773503
3,75 0,5000000
4,00 0,0000000

Difference p value sig.

51 -54
51-101
51-104
51-501
51-504
51-1001
51 -1004
51 -2001
51 - 2004
51 - 3001
51 - 3004
51 -4001
51 - 4004
51 -5001
51 - 5004
54 -101
54 - 104
54 - 501
54 - 504

-5,00

-7,50

-11,50
-11,50
-15,50
-23,50
-32,00
-27,75
-32,00
-36,25
-44,00
-40,50
-47,50
-51,00
-54,50
-2,50

-6,50

-6,50

-10,50

1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
0,3162
0,0018
0,0000
0,0001
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
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LCL
-23,53143
-26,03143
-30,03143
-30,03143
-34,03143

**-42,03143
***.50,53143
***-46,28143
***.50,53143
***.54,78143
*%.62,53143
***.59,03143
***.66,03143
***-69,53143
***.73,03143

-21,03143
-25,03143
-25,03143
-29,03143

Anexo 16. Datos utilizados en el andlisis estadistico (en crudo). Ayacucho 2016.

UCL
13,53143032
11,03143032
7,03143032
7,03143032
3,03143032

-4,96856968
-13,46856968
-9,21856968
-13,46856968
-17,71856968
-25,46856968
-21,96856968
-28,96856968
-32,46856968
-35,96856968

16,03143032
12,03143032
12,03143032
8,03143032



54 -1001
54 - 1004
54 - 2001
54 - 2004
54 - 3001
54 - 3004
54 - 4001
54 - 4004
54 - 5001
54 - 5004
101 - 104
101 - 501
101 - 504
101 - 1001
101 - 1004
101 - 2001
101 - 2004
101 - 3001
101 - 3004
101 - 4001
101 - 4004
101 - 5001
101 - 5004
104 - 501
104 - 504
104 - 1001
104 - 1004
104 - 2001
104 - 2004
104 - 3001
104 - 3004
104 - 4001
104 - 4004
104 - 5001
104 - 5004
501 - 504
501 - 1001
501 - 1004
501 - 2001
501 - 2004
501 - 3001
501 - 3004
501 - 4001
501 - 4004

-18,50
-27,00
-22,75
-27,00
-31,25
-39,00
-35,50
-42,50
-46,00
-49,50
-4,00

-4,00

-8,00

-16,00
-24,50
-20,25
-24,50
-28,75
-36,50
-33,00
-40,00
-43,50
-47,00
0,00

-4,00

-12,00
-20,50
-16,25
-20,50
-24,75
-32,50
-29,00
-36,00
-39,50
-43,00
-4,00

-12,00
-20,50
-16,25
-20,50
-24,75
-32,50
-29,00
-36,00

0,0510
0,0002
0,0031
0,0002
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
1,0000
1,0000
1,0000
0,2359
0,0009
0,0165
0,0009
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
1,0000
1,0000
1,0000
0,0140
0,2034
0,0140
0,0008
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
1,0000
1,0000
0,0140
0,2034
0,0140
0,0008
0,0000
0,0000
0,0000
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-37,03143
***-45,53143
**-41,28143
***-45,53143
***-49,78143
***-57,53143
***.54,03143
***-61,03143
***-64,53143
***-68,03143
-22,53143
-22,53143
-26,53143
-34,53143
***-43,03143
*-38,78143
***-43,03143

ok -47,28143

*** -55,03143
***-51,53143
*** -58,53143
***-62,03143
*** -65,53143
-18,53143
-22,53143
-30,53143
*-39,03143
-34,78143
*-39,03143
***-43,28143
***-51,03143
*** -47,53143
*** -54,53143
***-58,03143
***-61,53143
-22,53143
-30,53143
*-39,03143
-34,78143
*-39,03143
***-43,28143
***.51,03143
***_47,53143
***-54,53143

0,03143032
-8,46856968
-4,21856968
-8,46856968
-2,71856968
-0,46856968
-6,96856968
-3,96856968
-7,46856968
-0,96856968

14,53143032

14,53143032

10,53143032

2,53143032
-5,96856968
-1,71856968
-5,96856968
-10,21856968
-17,96856968
-14,46856968
-21,46856968
-24,96856968
-28,46856968

18,53143032

14,53143032

6,53143032
-1,96856968

2,28143032
-1,96856968
-6,21856968
-13,96856968
-10,46856968
-17,46856968
-20,96856968
-24,46856968

14,53143032

6,53143032
-1,96856968

2,28143032
-1,96856968
-6,21856968

-13,96856968
-10,46856968
-17,46856968



501 - 5001

501 - 5004

504 - 1001

504 - 1004

504 - 2001

504 - 2004

504 - 3001

504 - 3004

504 - 4001

504 - 4004

504 - 5001

504 - 5004

1001 - 1004
1001 - 2001
1001 - 2004
1001 - 3001
1001 - 3004
1001 - 4001
1001 - 4004
1001 - 5001
1001 - 5004
1004 - 2001
1004 - 2004
1004 - 3001
1004 - 3004
1004 - 4001
1004 - 4004
1004 - 5001
1004 - 5004
2001 - 2004
2001 - 3001
2001 - 3004
2001 - 4001
2001 - 4004
2001 - 5001
2001 - 5004
2004 - 3001
2004 - 3004
2004 - 4001
2004 - 4004
2004 - 5001
2004 - 5004
3001 - 3004
3001 - 4001

-39,50
-43,00
-8,00
-16,50
-12,25
-16,50
-20,75
-28,50
-25,00
-32,00
-35,50
-39,00
-8,50
-4,25
-8,50
-12,75
-20,50
-17,00
-24,00
-27,50
-31,00
4,25
0,00
-4,25
-12,00
-8,50
-15,50
-19,00
-22,50
-4,25
-8,50
-16,25
-12,75
-19,75
-23,25
-26,75
-4,25
-12,00
-8,50
-15,50
-19,00
-22,50
-7,75
-4,25

0,0000
0,0000
1,0000
0,1752
1,0000
0,1752
0,0119
0,0001
0,0006
0,0000
0,0000
0,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
0,0140
0,1295
0,0013
0,0001
0,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
0,3162
0,0371
0,0037
1,0000
1,0000
0,2034
1,0000
0,0229
0,0022
0,0002
1,0000
1,0000
1,0000
0,3162
0,0371
0,0037
1,0000
1,0000

85

***.58,03143
***-61,53143
-26,53143
-35,03143
-30,78143
-35,03143
*-39,28143
***-47,03143
***-43,53143
***-50,53143
***-54,03143
**x-57,53143
-27,03143
-22,78143
-27,03143
-31,28143
*-39,03143
-35,53143
**-42,53143
***-46,03143
***-49 53143
-14,28143
-18,53143
-22,78143
-30,53143
-27,03143
-34,03143
*-37,53143
**-41,03143
-22,78143
-27,03143
-34,78143
-31,28143
*-38,28143
**-41,78143
***-45,28143
-22,78143
-30,53143
-27,03143
-34,03143
*-37,53143
**-41,03143
-26,28143
-22,78143

-0,96856968
-24,46856968
10,53143032
2,03143032
6,28143032
2,03143032
-2,21856968
-9,96856968
-6,46856968
-13,46856968
-16,96856968
-20,46856968
10,03143032
14,28143032
10,03143032
5,78143032
-1,96856968
1,53143032
-5,46856968
-8,96856968
-12,46856968
22,78143032
18,53143032
14,28143032
6,53143032
10,03143032
3,03143032
-0,46856968
-3,96856968
4,28143032
10,03143032
2,28143032
5,78143032
-1,21856968
-4,71856968
-8,21856968
14,28143032
6,53143032
10,03143032
3,03143032
-0,46856968
-3,96856968
10,78143032
14,28143032



3001 - 4004
3001 - 5001
3001 - 5004
3004 - 4001
3004 - 4004
3004 - 5001
3004 - 5004
4001 - 4004
4001 - 5001
4001 - 5004
4004 - 5001

4004 - 5004
5001 - 5004

H=26,55 GL=7
H=2827 GL=7

-11,25
-14,75
-18,25
3,0
-3,50
-7,00
-10,50
-7,00
-10,50
-14,00
-3,50
-7,00
-3,50

1,0000
0,4863
0,0597
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
0,7394
1,0000

1,0000
1,0000

p = 0,000
p = 0,000
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-29,78143
-33,28143
-36,78143
15,03143

-22,03143
-25,53143
-29,03143
-25,53143
-29,03143
-32,53143
-22,03143

-25,53143
-22,03143

7,28143032
3,78143032
0,28143032
22,03143032
15,03143032
11,53143032
8,03143032
11,53143032
8,03143032
4,53143032
15,03143032

11,53143032
15,03143032



Anexo 17. Screening fitoquimico de extractos acuosos liofilizados de plantas biocidas. Estudio Integrado de Plantas Biocidas del
Algodonero. Instituto. De Ciencias Farmacéuticas y Recursos Naturales “Juan de Dios Guevara”, Facultad de Farmacia y Bioquimica,
UNMSM. Pera; 2010.

Nombre ciqntifico d:?ei??;il:::p(glslfﬁaz: y Tl;:::esl;:g::)liodlg: ’ Taninos (Naf?(:lc:l[:?rﬂ)a:as y  Alcaloides Flavonoides
y comun aza-esteroidales) libres Antraquinonas)
Clibadium asperum (huaca) - . - - + trazas &
Hura crepitans (catahua) +++ + - . - S+
Chromolaena laevigata (sacha huaca) e + + . ¥ 4
Agave americana (maguey) ++ + - . - +
Lonchocarpus nicou (barbasco) +++ + - . + +
Nicotiana tabacum (tabaco) + - + +H+ -
Chenopodium ambrosioides (paico) + + - . + trazas +
Minthostachys mollis (muna) ++ + - . - 44
Juglans neotropica (nogal) 4+ + + s - 4+
Eucalyptus globulus (eucalipto) - + ++ ++ - ++
Erythrina ulei (amasisa) ++ + - . . ++
Cissampelos grandifolia (legia) - - b ++ + .
Schinus molle (molle) - ++ 4+ ++ - bt
Datura Stramonium (chamico) - - b . + .
Tanacetum parthenium (santa maria) ++ ++ + ++ +4+ -
Centropogon cornutus (arco sacha) ++ + +++ ++ - +
Melia azedarach L. (arbol del Neem) ++ + + - 4 .
Tephrosia cinerea (sacha barbasco) - - - - F44+ 4+
Ricinus communis (tartago) ++ + - . 4 4+
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Anexo 18. Cuantificacion de alcaloides de extractos acuosos liofilizados de plantas biocidas. Estudio Integrado de Plantas Biocidas del
Algodonero. Instituto. De Ciencias Farmacéuticas y Recursos Naturales “Juan de Dios Guevara”, Facultad de Farmacia y Bioquimica,
UNMSM. Pera; 2010.

% de Alcaloides Totales

Nombre vulgar . (mg de alcaloides / 100 g de liofilizado)
Huaca Clibadium sp 0,053 mg% expresados en harmalina.
Sachahuaca 1 Chromolaena laevigata 0,053 mg% expresados en harmalina.
Chamico Datura stramonium 0,71 mg% expresados en escopolamina.
Amasisa | Erythrina ulei 0,66 mg% expresados en erisodina
Legia Cissampelos grandifolia 0,18 mg% expresados en nicotina.

Paico Chenopodium ambrosioides 0,040 mg% expresados en anabasina.
Santa Maria Tanacetum parthenium 0,14 mg% expresados en piperina.

Arbol del Neem Melia azedarach Cantidad no significativa.

Tartago Ricinus communis 0,020 mg% expresados en ricinina.

Sacha Barbasco Tephrosia cinerea 0,080 mg% expresados en 1-Desoximanojirimicina
Phaseolus Phaseolus vulgaris 0,056 mg% expresados en n-metil-agmantina.
Catahua Hura crepitans 0,04 mg% expresados en ricinina.
Sachahuaca 2 Clibadium sp. 1 0,053 mg% expresados en harmalina.
Chirimoya Annona cherimola 0,25 mg% expresados es isocompalmina
Barbasco del Monte Lonchocarpus nicou 0,1 mg% expresados en 1-Desoximanojirimicina.
Platano del monte Porcelia nitidifolia 1,37 mg% expresados en isocompalmina.
Laurel rosa Nerium oleander Cantidad no significativa.
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Anexo 19. Matriz de consistencia

TITULO: Genotoxicidad in vitro de hojas de Datura stramonium L. “chamico”. Ayacucho, 2016.
PERSONAL INVESTIGADOR: Bach MARTINEZ FERNANDEZ, Joel Caroy

TITULO PROBLEMA  OBJETIVO HIPOTESIS MARCO TEORICO VARIABLES METODOLOGIA
Genotoxicida ¢ Cudl sera la General Las hojas de Aspectos Botanicos Variables Tipo de investigacion :
d in vitro de genotoxicida Determinar la Datura Datura  stramonium L. independientes: Basica — experimental.
hojas de d in vitro de genotoxicidad in stramonium L. “chamico” Las hojas de Datura Disefio Experimental:
Datura hojas de vitro y de hojas “chamico”, Clasificacion  taxon6mica, stramonium L. “chamico”.  El experimento se realiza bajo la
stramonium  Datura de Datura presentan Descripcion Botanica, Indicador: guia del modelo in vitro para
L. “chamico”. stramonium  stramonium L. genotoxicidad a Composicién Quimica, = Metabolitos estudiar la actividad genotoxica.
Ayacucho, L. “chamico”. “chamico”. determinadas Actividades Biolégicas. secundarios. Poblacion:
2016. Ayacucho, Especificos: concentraciones Genotoxicidad. = Concentracion Datura stramonium L. “chamico”,
20167 = Identificar los  del extracto Lagenotoxicidad, es la miligramos por mililitro que crece en los diferentes pisos
metabolitos  higroalcohdlico. capacidad para causar dafio (mg/ ml) del extracto ecoldgicos de la ciudad de
zﬁcgln:)g::‘;o al material genético por hidroalcohdlico. Ayacucho
agentes fisicos, quimicos o Variable dependiente: Muestra:

hidroalcohdélic
o de hojas de
Datura
stramonium L.
“chamico”.

Determinar las
concentracion
es del extracto
hidroalcohdlic
o de hojas de
Datura
stramonium L.
“chamico”.

biologicos; el dafio en el
material genético incluye no
sé6lo 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.

Efectos genotdxico in vitro

de las hojas de Datura

stramonium L. “chamico”.

Indicador:

= Fragmentacion
Acido
desoxirribonucleico
(ADN).

del

= Dos Kg de hojas frescas de
Datura stramonium L.
“chamico”.

Unidad experimental:

= ADN de linfocitos humano a
1500 ng/pL por ensayo.

Andlisis estadistico

Los datos fueron analizados

utilizando paquete estadistico

SPS version 22, empleando la

pruebe de Kruskal-Wallis.
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