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RESUMEN

Carica papaya L. “papaya” es un arbol con muchas propiedades nutritivas y
medicinales. Las flores, hojas, fruto y semillas son usados para preparar
diferentes remedios caseros. Planteamos como objetivos determinar el efecto
genotoxico in vitro de latex y extracto hidroalcohdlico de semilla de Carica
papaya L. “papaya” frente a ADN gendmico humano e identificar los metabolitos
secundarios presentes. Las muestras fueron tomaron en el distrito de San
Francisco, provincia de La Mar, region de Ayacucho y el estudio experimental se
realizé en el Centro de Investigacion en Biologia Molecular y Bioinformatica de la
UNSCH, durante los meses de abril a diciembre de 2016. El latex fue obtenido
directamente de la planta y las semillas fueron secadas a temperatura ambiente,
luego pulverizadas, para macerar en solucién hidroalcohdlica etanol : agua (3 :1),
en frasco de vidrio color ambar, se llevd a evaporacion del solvente hasta
obtener el producto con textura de “pasta/melaza”, a partir de éste extracto se
realizé el tamizaje fitoquimico y ensayos de genotoxicidad a diferentes
concentraciones, exponiéndose éstos sobre el ADN gendmico de linfocito
humano; la estimacion del dafio genotdxico “in vitro” fue determinado mediante
electroforesis en gel de agarosa con bromuro de etidio al 1% y visualizado en
radiacion de luz ultra violeta, dentro del sistema de registrador de imagenes
Biometra UVsolo TS. Los metabolitos secundarios identificados en el latex
fueron: abundantes concentraciones de alcaloides y aminoacidos (+++), seguido
de moderada concentracién de lactonas y/o cumarinas (++) y leve presencia de
saponinas (+); mientras que el extracto hidroalcohélico de la semilla se identificé:
abundantes concentraciones de fenoles y/o taninos y saponinas (+++); seguidos
de alcaloides, azUcares reductores, aminoacidos, quinonas y glicosidos
cardiotdnicos (++); con leve concentracion flavonoides, catequinas y triperpenos-
esteroides (+). El latex de “papaya” desde 5% al 100% de concentracion,
presenta un potente efecto genotéxico frente al ADN gendmico humano;
mientras que el extracto hidroalcohdlico manifiesta una tendencia inversa, a
mayor concentracion del extracto la fragmentacion del ADN es menor; y a menor
concentracion del extracto (5 mg/mL y 10 mg/mL), la fragmentacién del ADN es
mayor. Se concluye que e latex y el extracto hidroalcohédlico de semilla,
presentan efecto genotoxico in vitro frente a ADN genémico humano.

Palabras clave: genotoxicidad, carica papaya L.
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l. INTRODUCCION

La humanidad ha enfrentado durante su existencia diversas afecciones a su
salud, las mismas que han sido tratados con productos de origen vegetal. Sin
embargo, el conocimiento de las propiedades medicinales de numerosas
plantas, es bastante limitado, por lo que se formuldé el presente trabajo de
investigacion cientifica referida al efecto genotoxico de los metabolitos
secundarios, entre ellos aquel que puede causar dafio a nivel del ADN de las
células del organismo que esté recibiendo el tratamiento directamente con estas
plantas o con los productos procesados, por lo que es necesario conocer si estas
pueden estar ejerciendo este efecto sobre el ADN y a qué concentraciones se
puede presentar.*

La “papaya” es un arbol con muchas propiedades nutritivas, pero también
medicinales. Las flores, hojas, fruto y semillas son usados para preparar
diferentes remedios caseros.’

La especie Carica candamarcensis es originaria de los Andes de la América
meridional (Colombia o Per() y se distribuye desde Panama hasta los Andes de
Bolivia y parte de Chile, se utiliza normalmente para consumo humano y se han
registrado muchas propiedades terapéuticas del latex de la planta como
eliminacion de hematomas y verrugas, en el tratamiento de arteriosclerosis y
amigdalitis, se ha evidenciado actividad mitogénica tanto in vitro como in vivo (en
recuperacion de quemaduras en pacientes diabéticos), también actividad
proteasa utilizada en procesos de extraccion y purificacion de ADN.?

En la regién de Ayacucho, en tiempos actuales, sobre todo en las comunidades
campesinas de Valle de Rio Apurimac, Ene y Mantaro (VRAEM), el latex y las
semillas de Carica papaya, es recurrida para el tratamiento de diversos males,
dosificandose por via oral y dérmica; si bien posee el efecto curativo, ain se
desconoce muchos aspectos de sus principios activos, tampoco puede

descartarse la posibilidad que a determinadas concentraciones genere toxicidad.



Aungue las plantas medicinales tienen propiedades terapéuticas, algunos de los

extractos de las plantas superiores constituyen mezclas complejas que contienen

un gran namero de sustancias con propiedades mutagénicas y carcinogénicas, y

su uso constante ha sido correlacionado con la ocurrencia de enfermedades en

las poblaciones, de ahi el peligro potencial que encierra el consumo

indiscriminado de farmacos de origen vegetal, debido a los escasos datos que se

poseen sobre la accion mutagénica de las plantas medicinales consumidas por

la poblacion.!

Es por ello que el estudio de las plantas medicinales sugiere una ruta para su

evaluacién que consta de: seleccion de las plantas a investigar, identificacion

botanica correcta, caracteristicas fitoquimicas minimas, estudio farmacolégico y

estudio toxicolégico, para decidir si se continla o se abandona el uso

tradicional.?

El propésito del presente trabajo de investigacion va orientado a estudiar el

efecto genotdxico in vitro de latex y extracto hidroalcohdlico de semilla de Carica

papaya L. “papaya” frente a ADN genémico humano.

Objetivo General:

Determinar el efecto genotdxico in vitro de latex y extracto hidroalcohdlico de

semilla de Carica papaya L. “papaya” frente a ADN gendémico humano.

Objetivos Especificos:

¢ |dentificar los metabolitos secundarios presentes en el latex y el extracto
hidroalcohdlico de semilla de Carica papaya L. “papaya”.

e Caracterizar el efecto de la genotoxicidad del latex y extracto hidroalcohdlico

de semilla de Carica papaya L. “papaya” frente a ADN genémico humano.



II.  MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes.

Carballo et al?,las plantas medicinales son utilizadas por billones de personas en
la mayor parte de los paises en vias de desarrollo, debido a la falta de asistencia
de los servicios de salud, su bajo costo y efectividad, asi como las creencias y
preferencias culturales.

Mena et al®, Estudiaron el extracto acuoso y aceite esencial de la pulpa de frutos
maduros de Carica candamarcensis Hook. f. (1875) (chilacuan, papayuela de
clima frio) que presentan actividad in vitro anti-Helicobacter pylori, por lo cual se
consideran promisorios para realizar una terapia complementaria para controlar
la infeccién gastrica por esta bacteria. Estudié estos extractos evaluando: a)
citotoxicidad mediante analisis de viabilidad de linfocitos humanos aislados por el
método tradicional en gradiente de Hystopaque®y en cultivo con medio RPMI-
1640; b) mutagenicidad mediante el ensayo de Ames; c) genotoxicidad a través
de electroforesis alcalina de células individuales [ensayo cometa (SGCE)]. Para
extracto acuoso (EA) se evaluaron dosis desde el extracto concentrado original
hasta 107 (diluciones en agua destilada estéril) y para el caso de aceite esencial
(AE) desde el extracto original diluido en DMSO al 1% hasta 10®. Este estudio
demuestra que segun las pruebas utilizadas todas las concentraciones
evaluadas son seguras a nivel mutagénico, genotéxico y citotoxico. Sin embargo,
se requieren estudios adicionales con otros métodos de ensayo que permitan
confirmar o descartar si los extractos inducen dafos relevantes sobre el ADN, si
tienen efectos antimutagénicos y antigenotéxicos para contemplar, asi, su
posterior inclusion en el desarrollo de un fitofarmaco de Carica candamarcensis
como tratamiento complementario en pacientes con antecedentes de infecciéon
de Helicobacter pylori.

Marchiori et al*, Realizaron un estudio sobre los efectos quimiopreventivos y

antimutagénicos in vivo del extracto hidroetandlico de frutos de Carica papaya L.



y cuantificar las sustancias fendlicas. La actividad mutagénica evalué por
micronucleos y las sustancias fendlicas analizaron por el método Folin-
Ciacalteau (fendlica), y el método colorimétrico cloruro de aluminio (flavonoides).
El extracto hidroetandlico de frutas de Carica papaya mostré efecto
antimutagénico y quimioprotector (370 mg/100 g de peso corporal). El contenido
de sustancias fendlicas de extracto hidroetandlico resulto inferior a 0,001 pg/mg.
Concluy6 que el efecto antimutagénico y quimioprotector observado en extractos
de frutos de Carica papaya puede estar asociado con otras sustancias. Estudios
quimicos deben llevarse a cabo para identificar las sustancias que intervienen en
la actividad.

Chang et al’, evaluaron la actividad citotéxica de los alcaloides de Argemone
mexicana L. “cardo santo” El fraccionamiento del extracto de cloroformo de la
parte aérea de Argemone mexicana llevé para el aislamiento de dos alcaloides
de tipo benzofenantridina, N-demethyloxysanguinarine y pancorine; tres
alcaloides de tipo benzylisoquinoline, (+)-1,2,3,4-tetrahidro-1-(2-hidroximetil-3,4-
dimethoxyphenylmethyl)-6,7-methylenedioxyisoquinoline, (+) - y higenamine (+) -
Reticulina. Entre ellos, N-demethyloxysanguinarine es un nuevo compuesto, y
(+)-1,2,3,4-tetrahidro-1-(2-hidroximetil-3,4-dimethoxyphenylmethyl)-6,7-
metilendioxi-isoquinolina. Todos los compuestos se caracterizaron sobre la base
de sus datos espectrales y evidencias quimicas. Algunos alcaloides aislados de
esta especie fueron evaluados por su citotoxicidad a carcinoma nasofaringeo
humano (HONE-1) y el cancer gastrico humano (NUGC) en lineas celulares. Se
encontré que la queleritrina presenta una actividad significativa contra la linea
celular NUGC, mientras angoline inhibe ambos tipos. (+) — Argenaxine, mostré
una actividad moderada contra la Linea celular NUGC.

Saranya et al°, evaluaron la actividad antibacterial in vitro y el andlisis preliminar
fitoquimico de extractos foliares de Argemone mexicana L. “cardo santo”. Se
utiliza como una planta medicinal en varios paises. En este estudio los extractos
de las hojas de Argemone mexicana L. en metanol, cloroformo y éter de
petroleo, se evaluaron para la actividad antibacteriana contra bacterias (ATCC)
de las cepas. La actividad antibacteriana de estos extractos de plantas se realizé
utilizando el método de difusion en disco de agar. La actividad antibacteriana de
extractos de metanol mostr6 més eficacia, seguido por los extractos de
cloroformo y éter de petréleo en contra de todas las cepas bacterianas. Las

concentraciones inhibitorias minimas (CIM) mostradas por el extracto de



Argemone mexicana L. contra las cepas bacterianas oscilaban entre 125 mg / |
para 1000ug / I.

Vega', evalud el efecto citostatico del latex de Euphorbia peplus L.f. “leche
leche” y Ficus carica L. “higo” en el meristemo radicular de Allium cepa L.
“cebolla”. Tomaron como premisa que el latex de estas dos plantas medicinales,
tradicionalmente son usadas para el tratamiento de las verrugas de la piel
humana. En un modelo vegetal, utilizaron meristemos radiculares de bulbos de
Allium cepa L., sometidos a tratamiento con los latex, a concentraciones de 1%,
1.5%, 2%, 3%, 5% y 10% de cada especie, evaluando el efecto citostatico a las
4, 8, 12 y 24 horas, cortaron de 1 a 2 mm de la parte apical de la raiz, mediante
la técnica de Deyson modificado.

Vega’, determind la variacion del indice mitético, por efecto citostatico del latex
de Euphorbia peplus L. y Ficus carica L. sobre el meristemo radicular de Allium
cepa L. “cebolla”, realizando la lectura entre 1000 a 3500 células por muestra.
Segun la prueba de Tukey la especie que tiene mayor efecto citostatico fue la
Euphorbia peplus L.f. (IM=0,00%), seguido de Ficus carica L. (IM=0,32%). El
tiempo de tratamiento de mayor actividad antimitética fue a las 8 horas con latex
al 3% de Euphorbia peplus L.f. “leche leche”, seguido del latex al 10% de “higo”
a las 24 horas.

Pillaca®, En su estudio demostré el efecto genotdxico in vitro de plantas
medicinales antivirales Ficus carica “higo” y Euphorbia peplus “leche leche”. Los
resultados revelan que el latex de estas dos plantas tienen efecto genotéxico
sobre ADN genomico de linfocitos humano, donde el tiempo de incubacién a una
y cuatro horas, no influye en el efecto; mientras que las concentraciones de los
extractos, si influyen en el efecto genotoxico.

Rodriguez®, utiliz el método de Macrodilucién a las concentraciones de 32, 16,
8,4,2, 1,05y 0,25 mg/mL, prueba que permite medir la susceptibilidad in vitro
de los microorganismos patdégenos. Utiliz6 Staphylococcus aureus ATCC 25923
y Escherichia coli ATCC 25922; Al analizar los resultados se observd que los
extractos etandlico e hidroalcohdlico de hojas de Carica papaya (papayo)
presentaron actividad antibacteriana a dichas concentraciones.

Rodrigo et al'’, la electroforesis en gel de células individuales o ensayo cometa,
es frecuentemente usada para medir el dafio en el ADN de las células. En la
mayoria de estudios, los linfocitos de sangre periférica son utilizados como

modelo celular. Sin embargo, en los "ultimos afios, la aplicaciéon de esta técnica



se ha extendido a las células germinales, con el fin de evaluar la integridad del
ADN espermatico, las condiciones de estrés oxidativo en oocitos porcinos y en
embriones bovinos; ademas, la muerte celular en embriones de raton. Para la
realizacion de la electroforesis de células individuales en un sistema como los
oocitos bovinos se hace imprescindible superar dos grandes limitantes en la
estructura complejo-cumulo-oocito (CCOS): una, la degradaciéon de las
glicoproteinas de la zona peldcida y dos, eliminar el nivel de compactacion del
genoma haploide bovino en metafase Il. Dichas limitantes no permiten una
migracién adecuada del ADN dentro del gel de agarosa. En este estudio se
demuestra que el uso de una solucién de lisis con proteinasa K durante 3 hy 10
min de corrido electroforético, permite obtener cometas cuantificables de oocitos
bovinos madurados in vitro que pueden ser utilizados en estudios genotdxicos en
este sistema celular.

Alice et al**, Aunque las plantas medicinales tienen propiedades terapéuticas,
algunos de los extractos de las plantas superiores constituyen mezclas
complejas que contiene un gran numero de sustancias con propiedades
mutagénicas y carcinogénicas, y su uso constante ha sido correlacionado con la
ocurrencia de enfermedades en las poblaciones, de ahi el peligro potencial que
encierra el consumo indiscriminado de farmacos de origen vegetal, debido a los
escasos datos que se poseen sobre la accibn mutagénica de las plantas
medicinales consumidas por la poblacion.

Sanchez et al'*, Es por ello que el estudio de las plantas medicinales sugiere
una ruta para su evaluacion que consta de: seleccion de plantas a investigar,
identificacion botanica correcta, caracteristicas fitoquimicas minimas, estudio
farmacoldgico y estudio toxicolégico, para decidir si se contina o se abandona
el uso tradicional.

Reynoso®, En su estudio de evaluaciéon de la genotoxicidad de compuestos
aislados (lupanina, esparteina y flavonoides) de Lupinus mexicana y lupinus
montaus. Evallo la genotoxicidad utilizando la prueba del cometa alcalino en
linfocitos humanos y en los nudcleos estaminales de tradescantia (tradescantia
subacaulis y tradescantia hirsuiflora, clon 4430) a concentraciones de (0,01; 0,1;
0,5y 1,0 Mm). La migracién de la cauda en linfocitos humanos expuestos a los
extractos de Lupinus mexicana (6,17 a 675u) lupanina (3,44 a 5,94u) flavonoides
(2,54 — 2,68u) fue mayor estadisticamente al testigo negativo (p< 0,01), y por

tanto, mostraron actividad genotdxica, en todas las concentraciones de 0,01 a



1,0mM. El estracto de Lupinus montanus no presentd diferencia signficativa en
las concentraciones de 0,5mM (1.57u) y 1.0mM(1,95u) (p> 0,05), comparados
con el testigo negativo. El mismo caso para esparteina a la concentracion de
1.0mM(2,96u) (p< 0,05), comparados con el testigo negativo. La migracion de la
cauda en los nucleos estaminales de tradescandia expuestos a los extractos de
Lupinus monteus (15,29 a 24,28u) y la lupanina (12,33 a 32,06u) mostraron
significancia estadistica (p<0,01) respecto al testigo negativo y por tanto,
genotoxicidad en todas las concentraciones 0,01 a 1,0mM. La esparteina no
presentd diferencia significativa (p>0,05) en las concentraciones 0,01mM
(5,96u), 0,I1mM (5,48u) y 1,0mM(5,44u), solo en las concentracion de
0,5mM(7,01u) con respecto al testigo negativo. Los flavonoides tampoco fueron
capaces de inducir actividad genotoxica (5,73u) (p>0,05) en la concentracién de
1.0mM. Y el resto de las concentraciones si mostraron diferencia significativa con
el testigo negativo.

Carballo et al’, Realizaron un estudio a nivel genotéxico de las plantas
medicinales: Chenopodium multifidum L. (Chenopodiacae); Litheraea molleoides
Vell. Engl. (Anacardiaceae); Styphnolobium japonicum L. Schott. (Fabaceae);
Prosopis alba Gris (Mimosaceae); Schkuhria pinnata (Lam) (Asteraceae);
sysimbriifolium Lam. (Solanaceae), mediante el ensayo de electroforesis de una
sola célula. Se determind que cuatro de ellas, Chenopodium multifidum (paico);
Schkuhria pinnata (canchalagua), Solanum sisymbriifolium (espino colorado) y
Lithaea molleoides (molle de beber), indujeron dafio al ADN, induciendo roturas
y cadena simple y doble.

Reyes®, A partir de estudios realizados, ha demostrado que el &cido maslinico
posee y potente y selectivo efecto anticancerigeno, apoptético y diferenciador
sobre las células de carcinoma de colon, utilizando dos lineas celulares de
cancer de colon, HT29 y Caco-2, que difieren en la expresién de ciertos
oncogenes y dos lineas celulares normales de intestino, IEC-6 e IEC-18. Este
efecto cancerigeno se produce, fundamentalmente, a través de los eventos
moleculares como es de citotoxicidad y genotoxicidad, esta ultima mediante un
estudio de electroforesis en gel de agarosa del ADN.

Figueroa et al** %, Usos de C. papaya, estudiaron las propiedades insecticidas
de los acidos miristica y arachidico de las semillas de C. papaya variedad
mamey sobre las larvas S. frugiperda. Estos compuestos fueron incorporados en

una dieta artificial de este insecto, los resultados mostraron que estos acidos no



fueron téxicos contra S. frugiperda ya que a concentraciones de 50, 100 y 200
ppm provocaron una mortalidad menor del 50%.

Boomi et al*®

, Se evalud la actividad anticonceptiva de semillas de Carica papaya
en ratas albinas mediante un tratamiento a largo plazo con extracto de metanol
de semillas de C. papaya, el cual se administrd por via oral a una concentracion
de 50 mg / Kg por dia durante 360 dias. Para establecer la seguridad y la
eficacia de la actividad de C. papaya, se evaluo los pardmetros de esperma, los
niveles séricos de testosterona, la histologia y la estructura de los testiculos.
Concluyendo con esta investigacién que la fraccion de metanol de semillas de C.
papaya es seguro para el tratamiento a largo plazo y el mecanismo de
anticoncepcion se debe al efecto sobre la diferenciacién de esperméatida en los
testiculos, posiblemente mediada por los factores de Sertolli.

Franco et al*’

, observaron el efecto insecticida contra S. frugiperda de las
semillas de las variedades Mamey, Marmol, Amarilla y Hawaiana de C. papaya
presentando un 90 % de mortalidad (actividad insecticida), al evaluar el polvo de
las semillas al 10% y 15% en una dieta artificial.

2.2. Aspectos botanicos de Carica papaya L. “papaya”.

2.2.1 Clasificacién taxonémica de Carica papaya L. “papaya”.

La identificacion de la muestra vegetal para trabajo de tesis, ha sido determinada
segin la Blga. Aucasime de la Facultad de Ciencias Biolégicas de la
Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga (UNSCH) (Anexo N° 01) y

es como sigue:

Division : Magnoliophyta
Clase : Magnoliopsida
Sub Clase : Dilleniidae
Orden : Violales

Familia : Caricaceae
Género : Carica

Especie : Carica papaya L.
Nombre Vulgar : “papaya”.

2.2.2 Descripcion botanica ™

Arbol dioico de porte bajo y tronco erguido sin ramificacion, suculento, fibroso,
con presencia de cicatrices foliares prominentes en la corteza, presenta latex de
un color blanco lechoso, las hojas son grandes largamente pecioladas, alternas y

palmatilobuladas y palmatinervias que se forman en la parte apical del tallo.



Inflorescencias masculinas en paniculas axilares colgantes y protegidas por
bracteas, a veces puede estar acompafiada de flores bisexuales: flores
masculinas con 5 sépalos soldados de color verde amarillento, corola formada
por 5 pétalos soldados de color amarillo, 10 estambres dispuestos en 2 ciclos.
Flores femeninas solitarias o formando racimo de pocas flores, grandes, céliz de
5 sépalos soldados verde amarillentos, corola de 5 pétalos libres de color blanco
cremoso o amarillo palido de ovario supero unilocular conteniendo muchos
6vulos de placentacion parietal; fruto baya grande de color que varia entre
amarillento, anaranjado y rojizo. ™

2.2.3 Habitat y Distribucion

Es originaria de América Central. Se cultiva en zonas tropicales y subtropicales
de todo el mundo, por sus frutos que son ampliamente utilizados en la
alimentacion. **

2.2.4 Usos tradicionales

En la medicina popular se utiliza: como antihelmintico bebiendo las semillas
licuadas, como antiséptico aplicando las hojas estrujadas o el latex, como
diurético en casos de infecciones urinarias y colicos renales tomando el
cocimiento de las hojas tiernas; como cicatrizante de heridas, aplicando el latex o
el polvo de las semillas a las heridas; para tratamiento de la mastitis aplicando
las hojas machacadas a los pezones. **

La “papaya” es un arbol con muchas propiedades nutritivas, pero también
medicinales. Las flores, las hojas, el fruto y las semillas son usados para
preparar diferentes remedios caseros. Para aprovechar los beneficios de la
papaya se puede comerla cruda en ayunas o como postre luego de las comidas.
Otra opcion es preparar un zumo de la papaya que se puede aplicar
directamente en la zona de la piel con alguna afeccién por 15 minutos. Después
de este periodo se debe lavar bien el &rea con agua fria.*?

Este remedio sirve para heridas, qguemaduras entre otras patologias externas.
También se puede preparar una infusion con las flores de la papaya. Se realiza
con una cucharadita de flores por cada taza de agua hirviendo, se le agrega un
poco de miel, se espera a que se entibie, se filtra y ya se puede tomar. Este
preparado es para la tos, bronquitis y otras afecciones, se tiene que tomar varias
veces al dia. Ademas podemos realizar un cataplasma con las hojas
machacadas de la “papaya” y colocarlas sobre la herida o zona lastimada ya que

ayuda a limpiar y a cicatrizar las heridas, Para el estrefiimiento se puede comer



crudo el fruto, cuando esta maduro se puede elaborar un licuado de leche con
“‘papaya”. Las semillas se pueden masticar bien o hacerlas polvo para poder
consumirlas esta es para colitis o diarreas. Varias veces al dia se debe consumir
para que haga efecto. Todas estas formas de consumir la planta de “papaya” son
efectivas, pero el tratamiento lleva algunos dias porque los efectos son suaves y
progresivos. 2

Una costumbre de los indigenas, de la region centroamericana es la de envolver
las carnes duras de los animales de caza con las hojas de esta planta que
contienen papaina y actla haciéndolas mas suaves. El latex es utilizado también
en la clarificacion de la cerveza y otras bebidas, para suavizar la lana, en la
curtiembre de pieles y en la preparacion de medicamentos como base de
diferentes preparados digestivos. La corteza se aplica para reducir los callos. A
la savia se atribuyen propiedades vomitivas y antihelminticas. *2

El “mamén” es una fruta sabrosa, estimada por sus cualidades refrescantes
debido a su alto contenido en agua, cerca del 90 %. Contiene entre 4 y 10 % de
azucares, vitamina Ay C, algo de G y pequefas cantidades de B1. Se consume
fresco en tajadas o rodajas (a veces agregando jugo de limén), o en forma de
batido merengada o como ingrediente de ensaladas de frutas. El fruto verde se
cocina como un vegetal y se preparan diversos dulces. En Estados Unidos, se
emplea su pulpa en la preparacion de helados y bebidas refrescantes,
gasificadas 0 no. Se usan en la preparacién de cosméticos, productos de
perfumeria diversos, etc."?

2.2.5 Composicion quimica

Carica papaya, posee dentro de su composicion varias sales minerales y
vitaminas. El fruto de la planta de la papaya, también conocida como “papayero
0 papayo’”, tiene en sus componentes una gran cantidad de vitaminas, las que
mas destacan por su importancia y abundancia son la vitamina C, el acido félico
(B9), la niacina (B3) y la B2. Estas vitaminas se encuentran en una proporcion de
60, 40, 0.4 y 0.05 miligramos por cada 100 gramos de papaya.*?

La “papaya” tiene dentro de su composicidbn una enzima que se denomina
papaina, esta sustancia es la responsable de las propiedades digestivas que
tiene el fruto de esta planta.™

El fruto de la papaya tiene sales minerales dentro de su composicion, siendo las
que mas destacan por su abundancia en esta planta el potasio, calcio y
magnesio. De hecho, se encuentran en una proporciéon de 250, 20 y 12
miligramos respectivamente por cada 100 gramos de fruto.*?
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Cerca del 90% del fruto de la papaya corresponde a agua, debido a esto posee
propiedades diuréticas. Ademas, posee 2 gramos de fibras y 9 gramos de
hidratos de carbono por cada 100 gramos de fruto.*?

2.2.6 Propiedades fitoquimicas:

La capacidad que tiene la papaina para descomponer la carne ha sido
aprovechada en la medicina popular para eliminar las lombrices intestinales. La
medicina China macera los frutos en vinagre de manzana que luego es bebido
para eliminar los gusanos o las tenias.*?

Ademdas de la papaina, intervienen en esta propiedad otros compuestos
quimicos como son los alcaloides carpaina o la dehidrocarpaina presentes en
todas las partes del vegetal. Para las hojas de la planta se describen los
siguientes componentes quimicos: Fenilpropanoides: acido cafeico; esteroles: [3-
sitosterol; alcaloides: carpaina (hasta 1500 ppm) dihidrocarpaina | y I,
pseudocarpaina, cotinina, miosmina, nicotina, colina. También contiene
pequefias cantidades de glicésidoscianogénicos.*?

2.3 Actividad genotéxica

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

Las plantas medicinales no llevan una indicacion metodol6gica especial para su
evaluacién genotbxica, por lo que deben ser sometidas a las mismas
regulaciones que rigen los farmacos en general. La evaluacion genotoxica de
extractos de plantas medicinales deben ser realizadas, en primera instancia,
mediante ensayos in vitro, validados internacionalmente, que midan el dafio en
los niveles de mutaciones genéticas y cromosémicas.™

En el mundo las guias o rutas criticas para los estudios genotdxicos persiguen
como objetivo fundamental evidenciar qué tipo o a qué nivel de organizacion del

ADN opera el dafio causado por el compuesto evaluado. En concordancia con

11



ello se reconocen cuatro niveles: mutacion génica (nivel 1), mutacion
cromosomica (nivel Il), dafio primario del ADN (nivel lll), transformaciones
celulares (nivel IV), entre otras alteraciones. Los ensayos pertenecientes a los
dos primeros niveles son muy variados y ampliamente utilizados, en especial las
pruebas in vitro que se caracterizan por tener una alta sensibilidad y precision.*’
En los ultimos afos las pruebas para medir dafio a nivel primario del ADN, han
alcanzado gran importancia entre los analisis de genotoxicidad.*

Si los resultados in vitro son negativos, debe continuarse, en segunda instancia,
con ensayos in vivo que respondan a los mismos niveles de dafio genético que
se evaluaron in vitro. Una vez evaluados los niveles génico y cromosémico, con
ensayos in vitro e in vivo, se deben incluir ensayos que midan dafio primario al
ADN y de acuerdo con el resultado obtenido, se debe tomar la decisiéon de
realizar ensayos que midan otras alteraciones y carcinogenicidad. En cualquiera
de los ensayos y niveles de dafio evaluados se deben emplear protocolos
estandarizados (validados internacionalmente) que tomen en consideracion las
dosis, el tipo de exposicion y la via de administracion propuesta para el
farmaco.™

Con el fin de detectar en sus etapas iniciales la accién sobre el material genético
se utilizan las siguientes determinaciones in vitro que son muy utilizadas en el
campo de la investigacion cientifica para detectar genotoxicidad inicial:
Aberraciones  cromosOmicas, intercambio de cromatides hermanas;
micronucleos, sintesis de ADN no programada y electroforesis de una célula
(ensayo del cometa).™

2.4 Espectrofotometria.

La capacidad que tiene el ADN de absorber luz a una determinada longitud de
onda (260nm) permite el calculo de la concentracion de acidos nucleicos de la
muestra. Si la densidad 6ptima (OD) es 1, corresponde a aproximadamente
50ug/ml de la cadena de ADN, entonces calculamos la concentraciéon de ADN
gue tenemos en nuestras muestras, midiendo su absorbancia sin necesidad de
una curva patrén. !’

Las proteinas tienen un méximo de absorcion a 280 (principalmente por residuos
de triptéfano), asi la lectura muestra algun contaminante proteico. El céalculo se
da entre las lecturas a 260nm y 280nm para hacer un estimado de la pureza o
evaluar la contaminacion de la preparacion del ADN. Esta relacion debe estar
entre los valores de 1,8 y 2,0. Si la muestra es pura; el primer método

cominmente usado para la cuantificacion es la espectrofotometria. *’
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2.5 Electroforesis en gel.

La electroforesis en gel de agarosa es de las mas utilizadas para analizar y
caracterizar &cidos nucleicos de distintas procedencias. Los geles se comportan
como un matiz molecular y permite separar moléculas cargadas en funcion de su
tamafio y forma. Asi, moléculas de ADN de diferentes tamafios van emigrando
de diferentes formas en una electroforesis en gel de agarosa. Ademas, si en la
electroforesis llegara aplicarse marcadores moleculares con peso conocido
(fragmentos de ADN con tamafio conocido), se podria calcular el tamafio
aproximado de ADN en estudio. *°

El término electroforesis se usa para describir la migracién de una particula
cargada bajo la influencia de un campo eléctrico. Muchas moléculas
(aminoacidos, péptidos, nucledétidos, acidos nucleicos) poseen grupos ionizables
y estdn en solucidon ya cargadas, ya sea como cationes o aniones. Estas
moléculas biolégicas cargadas se van a separar en funcién de su carga cuando

son aplicadas a un voltaje a través de electrodos.™
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. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de ejecucidn del trabajo de investigacion para la recoleccién de
datos.

La obtencion de las muestras de latex y los frutos de la planta en estudio se

realizd en el distrito de San Francisco, provincia La Mar, region Ayacucho; el

tamizaje fitoquimico en el Laboratorio de Farmacognosia de la Escuela

Profesional de Farmacia y Bioquimica de la Facultad de Ciencias de la Salud, y

los ensayos de genotoxicidad se realizaron en el Centro de Investigacién en

Biologia Molecular y Bioinformética de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la

UNSCH, durante los meses de Abril a diciembre de 2016.

3.2 Definicién de la Poblacion y Muestra

3.2.1 Poblacion. Plantas de Carica papaya L. “papaya”, que crecen en las

chacras del distrito de San Francisco, provincia de La Mar, regién de Ayacucho.

3.2.1 Muestra.

e 20 mL de latex de Carica papaya L. “papaya”.

e 500 g de semilla, obtenida de los frutos maduros de Carica papaya L.
“papaya”.

» Las muestras recolectadas de las chacras del distrito de San Francisco,

provincia de La Mar, region de Ayacucho e inmediatamente transportadas a los

laboratorios de la UNSCH en la ciudad de Ayacucho.

3.2.2 Material bioldgico.

ADN gendémico humano.

3.3 Procedimiento para larecoleccion de datos

3.3.1 Recoleccién de la muestra.

Las muestras de Carica papaya L. fueron recolectadas de las chacras del distrito

de San Francisco, La Mar - Ayacucho, en las primeras horas de la mafiana, y en

el menor tiempo posible llevada al laboratorio de Botanica de la Facultad de

Ciencias Bioldgicas para la identificacion taxonémica de la muestra.
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3.3.2 Obtencion del latex"
El latex para el estudio, fue obtenido realizando cortes de los frutos verdes de la
planta de “papaya” dejando caer el latex en tubos eppendorf estériles de 2 mL y
conservandolo en caja térmica con refrigeracion.
3.3.3 Obtencion del extracto hidroalcohdlico de la semilla de Carica papaya
L. “papaya” "’
Las semillas , fueron obtenidas realizando cortes en el fruto maduro de “papaya”,
estas semillas fueron secadas a temperatura ambiente sobre papel graff, siendo
removidas constantemente para evitar su deterioro, luego pulverizadas, para
macerar en solucién hidroalcohdlica etanol : agua (3 :1), en frasco de vidrio color
ambar, cubrir a la muestra por lo menos con 1 cm de diferencia; durante siete
dias, se agitara el frasco por 15 minutos dos veces al dia para que el solvente se
distribuya homogéneamente en la muestra. Las muestras en maceracion se
mantuvieron en un lugar fresco y oscuro. Luego se procedié a filtrar con ayuda
del papel filtro, se llevd a evaporacion del solvente en bafio maria marca
Memmert a 37°C y se concentré a sequedad en una estufa Memmert a 37°C,
hasta obtener el producto con textura de “pasta/melaza”. A partir de éste extracto
se realiz6 el tamizaje fitoquimico y ensayos de genotoxicidad.** *’
3.3.4 Tamizaje fitoquimico del latex y extracto hidroalcohdélico de semilla de
Carica papaya L. “papaya”. ’
Se realiz6 una marcha fitoquimica cualitativa al latex y extracto hidroalcohdlico
de las semillas obtenidos de “papaya”, y se determiné la presencia de los
diferentes metabolitos secundarios tales como: alcaloides, lactonas, cumarinas,
flavonoides, quinonas, catequinas, saponinas, azucares reductoras, taninos,
fenoles, aminas, cardendlidos y resinas."’
3.4 Extraccién de ADN genémico humanos:
Se realizé en el Centro de Investigacién en Biologia Molecular y Bioinformatica,
contando con seis unidades de bolsa colectora de sangre “cuadruple”
fraccionada, conteniendo el paquete de globulos blancos (para el desecho); las
mismas que se consiguieron en donacion del Banco de Sangre del Hospital
Regional de Ayacucho “Miguel Angel Mariscal Llerena”, para la obtencion del
ADN de linfocitos con el siguiente protocolo descrito en Miranda.'®
1. Se transfirid6 2 mL de sangre (paquete globular) a un tubo de centrifuga con
tapa rosca vy adicioné6 8 mL del tampdédn Tris— HCL 50 mM (pH 7.7)

precalentado a 37 °C.
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Se homogenizo e incubd a 37 °C por 30 minutos, se centrifugd a 2500 rpm
por 10 minutos para sedimentar los linfocitos.

Se descart6 el sobrenadante aspirandolo con una pipeta Pasteur dejando el
boton celular del centrifugado en la parte inferior del tubo.

Se repitio los procedimientos 2 y 3 (esta vez con 9 mL de tampdén Tris —
HCI 50 mM (pH 7.7), hasta tener un preparado claro.

Se Adicion6 al boton celular, 9 mL de solucion salina (NaCl al 0.85%) se
homogenizé y centrifugd a 2500 rpm/ 10 minutos.

Se aspiré y descartdé el sobrenadante dejando solo el sedimento (boton
celular), se resuspendioé el sedimento en 400ul de la solucion HIGH TE
(Tris-HCI 50 mM, pH 8.0; EDTA 100 mM). y transfiri6 a un tubo de
microcentrifuga de 2 mL.

Se adicion6 400ul de solucion de lisis (Tris-HCI 10 mM, pH 8.0; EDTA 40
mM; SDS al 1%; NaCl 10 mM).precalentada a 50 °C.

Se adicion6 10 uL de la solucién de proteinasa K (20 mg/mL) e incubd por

una horay media a 53 °C.

Se adicion6 750 ul de la solucién cloroformo: alcohol isoamilico (24:1), luego se

10.

11.

12.

13.

14.

homogenizé por inversion delicadamente durante 10 minutos.

Se centrifugd en la microcentrifuga por 10 minutos a 14 000 para separar las
fases, luego se aspir6 la fase superior acuosa que contiene el DNA y
transferirla a un tubo nuevo de microcentrifuga de 2 mL.

Se adicion6é a la fase acuosa 750ul de la solucion de cloroformo:alcohol
isoamilico (24:1) y se homogeniz6 por inversion durante 5 minutos. Se
centrifugd en la microcentrifuga por 10 minutos a 14 000 rpm; luego se
aspird la fase acuosa que contiene el ADN vy transfiri6 a un tubo nuevo de
microcentrifuga de 2 mL.

Se repiti6 el procedimiento 11 hasta obtener una fase acuosa
completamente clara.

Se agrego la solucién de acetato de sodio 3M, pH 5.2. en cantidad igual a
1/10 del volumen de la fase acuosa.

Se adicion6 un volumen de alcohol isopropilico helado y dejamos en reposo
por una noche en refrigeracion. Luego centrifugamos en la microcentrifuga
por 15 minutos a 14 000 rpm.

Eliminamos cuidadosamente el sobrenadante y enjuagamos el sedimento

con 1 mL de etanol al 70%.
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15.

16.

Se centrifugd en la microcentrifuga por 10 minutos, eliminar el alcohol y
dejamos secar el sedimento a medio ambiente.

Se resuspendio el sedimento con 400 pL de la solucion low TE (Tris HCI 50
mM, pH 8.0; EDTA 1 mM vy se guardo en la nevera.

3.5 Cuantificacién de ADN genémico humano:

3.5.1 Por espectrofotometria. *®

Procedimiento:
Se homogenizd lentamente las muestras de ADN, por diez veces, con la
ayuda de una micropipeta de 100 pL.
Se preparoé el espectrofotometro UV marca Eppendorf Bio Photometer plus,
con la opcién de cuantificar el ADN.
Para limpiar la superficie del adaptador donde se coloca la muestra, se
deposité 10 yL de agua bidestilada estéril, luego de un minuto, se retir6 el
agua utilizando papel “tissue”, para mejor limpieza se repitié este paso.
Nuevamente se deposit6 10 pL de agua bidestilada estéril sobre la
superficie del adaptador, se colocé la tapa de factor 50 — Lp 0,2 mm y se
presiono la opcidén BLANK (blanco) para calibrar y obtener “cero de
absorbancia” (0.000 A®).
Se retird el agua utilizando papel “tissue”, luego se deposité 5 uL de la
muestra de ADN, se colocé la tapa de factor 50 — Lp 0,2 mm y presiond la
opcion SAMPLE para ver el resultado de la cuantificacion y pureza de ADN
en la pantalla del equipo; luego se retiré la muestra con papel “tissue”.
Se repitid los pasos 4 y 5 para la cuantificacién de cada muestra de ADN.
Terminada la cuantificaciéon de ADN, se deposité 10 uL de agua bidestilada
estéril, sobre la superficie del adaptador, luego de un minuto, se sec6 con

papel “tissue” y se apago el equipo.

3.5.2 Por electroforesis

El

ADN obtenido, fue visualizado en el gel de agarosa y corrido por

electroforesis, realizando los siguientes pasos:

1.

Para cada una de las muestras de ADN, se procedio a preparar volumenes
de carga para electroforesis en gel de agarosa al 1.0%, segun la siguiente

tabla:
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Tabla 1. Preparacion de carga de ADN para visualizacion de banda en
eIectroforesislB.Ayacucho, 2016.

N° de carril en Buffer Volumen de Volumen final de
gel de ADN stock (pL) Loading 6X agua PCR carga
agarosa (pL) (pL) (pL)
1 4 1 7 12

2. Se carg6 todo el contenido de las mezclas a cada uno de los pocillos del gel
de agarosa al 1.0%, en su respectivo carril por cada muestra de ADN.

3. Luego se instalé la camara de electroforesis a la fuente de poder y se dejé
correr a 40 voltios por 40 minutos.

4. Se sumergio el gel de agarosa, en una fuente que contenia bromuro de
etidio al 1%, durante veinte minutos y se realizé un enjuague suave con
agua corriente; luego se visualizé por radiacion en UV en el sistema de
registrador de imagenes marca Biometra UV solo TS. Adicionalmente se
tomé 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. *®

3.6 Ensayos de la genotoxicidad in vitro, “método Tomasevich”:

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

las siguientes fases:

3.6.1 Fase de cuantificacion y preparacion de stock de ADN gendémico

obtenido para el ensayo.

El ADN gendémico obtenido, fue cuantificado por espectrofotometria UV marca

Eppendorf BioPhotometer plus; luego se prepard un stock a concentracion de

1500 ng/pL en volumen final de 150 uL, para cada muestra (latex y extracto

hidroalcohdlico de la semilla) de la “papaya”. *®

3.6.2 Fase de ensayo de genotoxicidad in vitro del latex y extracto

hidroalcohdlico de Carica papaya L. “papaya”, sobre el ADN gendmico

humano.

Se preparé las soluciones del latex a 5%, 10%, 50% y 100%, y del extracto

hidroalcohdlico de la semilla de Carica papaya L. “papaya”, a concentraciones

de 5 mg/mL, 25 mg/mL, 50 mg/mL y 100 mg/mL, con agua bidestilada estéril.

Se acondicion6 las mezclas para ensayo de genotoxicidad in vitro de ADN

gendmico humano, de acuerdo al detalle siguiente:
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Tabla 2. Preparacién de las mezclas para ensayo de genotoxicidad in vitro de
latex de Carica papaya L. “papaya”, sobre ADN genémico. Ayacucho, 2016 *

" Mezclas para ensayo de genotoxicidad
Condiciones P y 9

in vitro
N° de tubo 1 2 3 4 5 6
Stock de ADN
(1 500 ng/pL) 14 14 14 14 - 14
Volumen en uL
Concentra
Latex cion 5 10 50 100 100 -
(%)
Volumen
(L) 0.3 0.6 3 6 6
Agua bidestilada estéril 5.7 5.4 3 - 14 6
Volumen total (pL) 20 20 20 20 20 20
Incubacién en bafio 1 hora
Maria a 37°C

Tabla 3. Preparacion de las mezclas para ensayo de genotoxicidad in vitro de
extracto hidroalcohdlico de las semillas de Carica papaya L. “papaya”, sobre
ADN genémico. *® Ayacucho, 2016

Mezclas para ensayo de genotoxicidad

Condiciones

in vitro
N° de tubo 1 2 3 4 5 6
Stock de ADN
(1 500 ng/pL) 14 14 14 14 - 14
Volumen en pL
Extracto Conglentra
. cion 5 10 50 100 100 -
hidroal
i (mg/mL)
cohdlico Volumen -
(L) 6 6 6 6 20
Agua bidestilada estéril - - - - - 6
Volumen total (pL) 20 20 20 20 20 20
Incubacién en bafio 1 hora
Maria a 37°C

Se realizaron cuatro repeticiones de los ensayos de genotoxicidad in vitro, de la
planta medicinal en estudio, tanto con el extracto hidroalcohdlico de las semillas,
como con el latex.

3.6.3 Fase de electroforesis para la deteccién de genotoxicidad.

Se preparo el gel de agarosa a 1% y se colocé en una cdmara de electroforesis
Biometra.

Para el volumen de carga en gel de agarosa, se utilizo las siguientes cantidades:
1 uL de loading (colorante sefializador de migracion de las bandas), 7 pL de la

solucion de la prueba de genotoxicidad in vitro y 2 uL de agua bidestilada estéril,
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volumen final 10 pL; se mezcldé y se cargd en el respectivo pozo del gel de
agarosa para electroforesis.

Se instal6 la cAmara de electroforesis a la fuente de poder y se programé a 40
voltios (V) por cuatro horas.®

3.6.4 Fase de radiaciéon UV para la visualizacion de genotoxicidad.

Luego del tiempo de corrido electroforético, se sumergié el gel de agarosa en
una fuente que contenia bromuro de etidio al 1% durante veinte minutos
aproximadamente, se enjuagd con agua corriente una vez y para visualizar las
bandas y/o fragmentos de ADN productos de la genotoxicidad, se colocé el gel
en radiacion de luz ultra violeta, dentro del sistema de registrador de imagenes
Biometra UVsolo TS. 8

Adicionalmente se tomé fotografias con una camara 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. *°

3.6.5 Fase de interpretacion y clasificacion del registro visual de
genotoxicidad.

La escala de los valores numéricos correspondientes a los niveles de
fragmentacion del ADN como producto de la genotoxicidad, visualizados en el
registro fotografico, estan basados en la clasificacion del “ensayo cometa”
propuesto por Speit (1995) y Collins (2004).

Tabla 4. Clasificacién de los niveles de fragmentacién del ADN por registro
visual.

Clase Genotoxicidad
0 fragmentacion de ADN < 5%
1 fragmentacion de ADN entre 5 a 20%
2 fragmentacion de ADN entre 20 a 40%
3 fragmentacion de ADN entre 40 a 95%
4 fragmentacion de ADN > 95%

Fuente: Larrea Poma M., 2007

3.7 Analisis de datos:

Los datos se agruparon y presentaron en tablas, expresados en registros
fotogréaficos y figuras que explican mejor los hallazgos. El dafio genotoxico se
evalu6 mediante el paquete estadistico SPSS, se utiliz6 la prueba de Kruskal-
Walllis para mas de dos muestras independientes. El valor de p<0,05, se

considerd como el nivel estadisticamente significativo, segin Hernandez *°
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IV. RESULTADOS
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Tabla 5: Tamizaje fitoquimico para la identificacion de metabolitos secundarios presentes

en latex de Carica papaya L. “papaya”. Ayacucho, 2016.

Metabolitos .
: Ensayos Resultados Observaciones
secundarios
Alcaloides Mayer +++ Precipitado blanco
Lactonas y/o ) o ]
. Baljet ++ Precipitado naranja
cumarinas
Fenoles y/o taninos Cloruro férrico - Precipitado azul
Flavonoides Shinoda - Anaranjado rojizo
Saponinas Espuma T Espuma
Azlcares ) o )
Benedict - Precipitado rojo
reductores
Catequinas Carbonato de sodio - Mancha verde carmelita
Triterpenos y ) _
] Lieberman - Verde intenso u oscuro
Esteroides
Aminoécidos Ninhidrina +++ Color azul violaceo
Quinonas Borntrager - Coloracion rosada
Glicésidos L
kedde - Coloracion violaceo

cardioténicos

Leyenda:

(+) : Leve

(++) : Moderada
(+++) : Abundante
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Tabla 6: Tamizaje fitoquimico para la identificacion de metabolitos secundarios presentes

en extracto hidroalcohdlico de las semillas de Carica papaya L. “papaya”. Ayacucho,

2016.
Metabolitos .
. Ensayos Resultados Observaciones
secundarios
Alcaloides Mayer ++ Precipitado blanco
Lactonas y/o ] o )
) Baljet - Precipitado naranja
cumarinas
Fenoles y/o taninos Cloruro férrico e Precipitado azul
Flavonoides Shinoda + Anaranjado rojizo
Saponinas Espuma +++ Espuma
Azlcares ) - :
Benedict ++ Precipitado rojo
reductores
Catequinas Carbonato de sodio ot Mancha verde carmelita
Triterpenos y ] )
i Lieberman + Verde intenso u oscuro
Esteroides
Aminoécidos Ninhidrina ++ Color azul violaceo
Quinonas Borntrager ++ Coloracion rosada
Glicosidos o
kedde ++ Coloracion violaceo

cardioténicos

Leyenda:

(+) : Leve

(++) : Moderada
(+++) : Abundante
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Figura N° 1. Registro fotografico de electroforesis en gel de agarosa al 1% del ADN
genomico de linfocitos humanos obtenido de seis muestras y coloreado con bromuro de

etidio.

Leyenda:

Volumen de carga: Muestra 4 pL + loading 6X 1 pL + 7 pL agua PCR.
Condiciones de electroforesis: 40 voltios durante una hora.
Coloracién de ADN: Bromuro de etidio al 1% durante diez minutos.
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Figura 2. Electroforesis de los productos de la genotoxicidad del latex de Carica papaya
L. “papaya” a concentraciones de 5, 10, 50 y 100 %, frente al ADN gendmico de linfocitos
humanos a 1500 ng/pL, durante una hora de incubacién a 37°C, del primero y segundo

ensayo, respectivamente.

Leyenda:

Carril N° 1: Con 5 %.

Carril N° 2: Con 10 %.

Carril N° 3: Con 50 %.

Carril N° 4: Con 100 %.

Carril N° 5: Con 100% de latex (blanco).

Carril N° 6: Con 100% de ADN (control).

Volumen de carga: Muestra (7 pL) + loading (1 pL) + agua PCR (2 pL) = 10 pL.
Condiciones de electroforesis: 40 voltios durante 3 horas.

Coloracion de ADN: Bromuro de etidio al 1% durante 10 minutos.
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Figura 3. Electroforesis de los productos de la genotoxicidad del latex de Carica papaya
L. “papaya” a concentraciones de 5, 10, 50 y 100 %, frente al ADN gendmico de linfocitos
humanos a 1500 ng/uL, durante una hora de incubacion a 37°C, del tercero y cuarto

ensayo, respectivamente.

Leyenda:

Carril N° 1: Con 5 %.

Carril N° 2: Con 10 %.

Carril N° 3: Con 50 %.

Carril N° 4: Con 100 %.

Carril N° 5: Con 100% de ADN (control).

Carril N° 6: Con 5% (prueba repetida).

Carril N° 7: Con 100% (prueba repetida).

Carril N° 8: Con 100% de ADN (control - prueba repetida).
Volumen de carga: Muestra (7 pL) + loading (1 pL) + agua PCR (2 pL) = 10 pL.
Condiciones de electroforesis: 40 voltios durante 3 horas.

Coloracién de ADN: Bromuro de etidio al 1% durante 10 minutos.
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Figura 4. Electroforesis de los productos de la genotoxicidad del extracto hidroalcohdlico
de las semillas de Carica papaya L. “papaya” a concentraciones de 100, 50, 10 y 5
mg/mL, frente al ADN gendmico de linfocitos humanos a 1500 ng/uL, durante una hora

de incubacion a 37°C, del primero y segundo ensayo, respectivamente.

Leyenda:

Carril N° 1: Con 100 mg/mL.

Carril N° 2: Con 50 mg/mL.

Carril N° 3: Con 10 mg/mL.

Carril N° 4: Con 5 mg/mL.

Carril N° 5: Con 100% de extracto (blanco).

Carril N° 6: Con 100% de ADN (control).

Volumen de carga: Muestra (7 pL) + loading (1 pL) + agua PCR (2 pL) = 10 pL.
Condiciones de electroforesis: 40 voltios durante 3 horas.

Coloracion de ADN: Bromuro de etidio al 1% durante 10 minutos.
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Figura 5. Electroforesis de los productos de la genotoxicidad del extracto hidroalcohdlico
de las semillas de Carica papaya L. “papaya” a concentraciones de 5, 10, 50 y 100
mg/mL, frente al ADN genomico de linfocitos humanos a 1500 ng/uL, durante una hora

de incubacion a 37°C, del tercero y cuarto ensayo, respectivamente.

Leyenda:

Carril N° 1: Con 5 mg/mL.

Carril N° 2: Con 10 mg/mL.

Carril N° 3: Con 50 mg/mL.

Carril N° 4: Con 100 mg/mL.

Carril N° 5: Con 100% de extracto (blanco).

Carril N° 6: Con 100% de ADN (control).

Volumen de carga: Muestra (7 uL) + loading (1 pL) + agua PCR (2 pL) = 10 pL.
Condiciones de electroforesis: 40 voltios durante 3 horas.

Coloracion de ADN: Bromuro de etidio al 1% durante 10 minutos.
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Figura 6. Prueba de Kruskal Wallis para evaluar el grado de genotoxicidad mediante
fragmentacion del ADN gendmico de linfocitos humano, por efecto del extracto
hidroalcohdlico de las semillas de Carica papaya L. “papaya” a diferentes
concentraciones, durante una hora de incubacién a 37°C.
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V. DISCUSION

Los diferentes ensayos especificos realizados para la deteccion de metabolitos
secundarios presentes en el latex de Carica papaya L. “papaya”, se muestran la
tabla N° 5 resaltando entre ellos abundantes concentraciones de alcaloides y
aminoacidos (+++), seguido de moderada concentracion de lactonas y/o
cumarinas (++), leve presencia de saponinas (+), y ausencia de fenoles y/o
taninos, flavonoides, azlcares reductores, catequinas, triterpenos-esteroides,
quinonas y glicésidos cardiotdnicos.

Asi mismo, en la tabla N° 6, muestra los resultados del extracto hidroalcohélico
de las semillas de Carica papaya L. “papaya, resaltando entre ellos abundantes
concentraciones de fenoles y/o taninos y saponinas (+++); seguidos de
alcaloides, azlcares reductores, aminoacidos, quinonas Yy glicosidos
cardiotdnicos (++); con leve concentracién flavonoides, catequinas y triperpenos-
esteroides (+); y ausencia de lactonas y/o cumarinas (-). Podemos apreciar que
las semillas contienen diez de los once metabolitos que estudiamos, mostrando
una gran diversidad en su composicion, tal vez por la funcién que cumple las
semillas de llevar y proteger en sus células, el material genético que dara origen
a un nuevo individuo.

Estudios realizados por Pillaca® nos confirma la presencia de metabolitos
secundarios del latex de Ficus carica L. “higo”, tales como: alcaloides, lactonas,
y/o cumarinas y flavonoides; ademas de principios amargos y astringentes; a
diferencia del latex de la “papaya” no se encontré flavonoides ni principios
amargos y astringentes, pero si alcaloides, lactonas, y/o cumarinas y
amino@cidos.

La figura 1, muestra el registro fotografico de electroforesis en gel de agarosa al
1% del ADN gendmico de linfocitos humanos obtenido de seis unidades de
bolsa colectora de sangre “cuadruple” fraccionada, conteniendo el paquete de

glébulos blancos; corrido a 40 voltios durante una hora y coloreado con bromuro
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de etidio al 1% durante diez minutos. Como se puede apreciar la refringencia del
color rosado debido a la emision de la luz del bromuro de etidio intercalado en el
ADN, esto por efecto de los rayos ultra violeta, revela que todas las muestras
contienen abundante ADN, entero y sin fragmentacion, reuniendo 6ptimamente
todas las condiciones necesarias para realizar los ensayos de genotoxicidad.

Los registros fotograficos de la figura 2, reflejan la electroforesis de los productos
de la genotoxicidad del latex de Carica papaya L. “papaya” a diferentes
concentraciones, frente al ADN gendémico de linfocitos humanos a 1500 ng/uL,
durante una hora de incubacién a 37°C, del primero y segundo ensayo,
respectivamente. Se puede verificar que los tratamientos con 5% (carril 1), 10%
(carril 2), 50% (carril 3) y 100% (carril 4), la trayectoria de estos carriles no
presentan bandas ni manchas que emitan la luz de color rosado del bromuro de
etidio por efecto de los rayos ultravioleta, quiere decir que no muestran presencia
de ADN integro ni fragmentado, esto debido a que los componentes presentes
en el latex, han digerido o fragmentado al ADN, hasta sus unidades
nucleotidicas, que impiden al bromuro de etidio intercalarse entre los espacios
de una cadena polinucleotidica.

Se demuestra asi, que el latex de Carica papaya L. “papaya” a concentraciones
de 5, 10, 50 y 100 %, presentan efecto genotoxico frente al ADN gendémico
humano, cabe resaltar que aun al 5% que es una concentracion muy diluida del
latex, esta ejerce igual accidon que el de 100%, vale decir que este latex es un
potente genotoéxico.

Igualmente los registros fotogréficos de la figura 3, muestran la electroforesis de
los productos de la genotoxicidad del latex de Carica papaya L. “papaya” a
concentraciones de 5% (carril 1), 10% (carril 2), 50% (carril 3) y 100% (carril 4),
frente al ADN gendmico de linfocitos humanos a 1500 ng/uL, durante una hora
de incubacion a 37°C, del tercero y cuarto ensayo, respectivamente; el carril 5,
corresponde al ADN sin tratamiento que sirve como control, y los carriles 6 y 7
son repeticiones de las concentraciones de 100% y 5%, respectivamente, el
carril 8 contiene ADN control. Se puede evidenciar que los resultados son los
mismos de la figura 5, llegando a la conclusion que el latex de Carica papaya L.
“papaya” desde 5% a 100%, tiene efecto genotodxico potente.

Vega7, determiné la variacion del indice mitético, por efecto citostatico del latex
de Euphorbia peplus L. y Ficus carica L. sobre el meristemo radicular de Allium

cepa L. “cebolla”, realizando la lectura entre 1000 a 3500 células por muestra.
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Segun la prueba de Tukey la especie que tiene mayor efecto citostético fue la
Euphorbia peplus L.f. (IM=0,00%), seguido de Ficus carica L. (IM=0,32%). El
tiempo de tratamiento de mayor actividad antimitotica fue a las 8 horas con latex
al 3% de Euphorbia peplus L.f. "leche leche”, seguido del latex al 10% de "higo”
a las 24 horas.

Pillaca®, En su estudio demostré el efecto genotdxico in vitro de plantas
medicinales antivirales Ficus carica “higo” y Euphorbia peplus “leche leche”. Los
resultados revelan que el latex de estas dos plantas tienen efecto genotédxico
sobre ADN gendmico de linfocitos humano, donde el tiempo de incubacion a una
y cuatro horas, no influye en el efecto; mientras que las concentraciones de los
extractos, si influyen en el efecto genotdxico.

En la figura 4. Se muestran los registros fotograficos con camara digital a colores
y con registrador de imagenes, las electroforesis de los productos de la
genotoxicidad del extracto hidroalcohdlico de las semillas de Carica papaya L.
“papaya” a concentraciones de 100, 50, 10 y 5 mg/mL, frente al ADN gendémico
de linfocitos humanos a 1500 ng/pL, durante una hora de incubacion a 37°C;
como se puede apreciar el primero y segundo ensayo, revelan resultados
semejantes y segun la tabla N° 4 de la clasificacion de los niveles de
fragmentacion del ADN por registro visual, el extracto a concentracién de 100
mg/mL (carril 1) ocasiona una fragmentacion menor al 5% del ADN, el de 50
mg/mL (carril 2) entre 5 a 20%, mientras que las concentraciones de 10% (carril
3) y 5% (carril 4), revelan una fragmentacion de 40 al 95%, respectivamente;
todos comparados con la concentracion del ADN sin tratamiento (carril 6) que
sirve como control. La ausencia del color rosado en el carril 5, demuestra que el
extracto hidroalcohdlico no contiene ningun tipo de ADN, el mismo que sirve de
blanco en todos los ensayos.

La figura 5 revela la electroforesis de los productos de genotoxicidad del extracto
hidroalcohdlico de las semillas de Carica papaya L. “papaya” a concentraciones
de 5, 10, 50 y 100 mg/mL, frente al ADN gendmico de linfocitos humanos a 1500
ng/uL, durante una hora de incubacion a 37°C, del tercero y cuarto ensayo,
respectivamente. Los resultados en ambos son muy similares asi como con los
dos primeros, con la tendencia que a mayor concentracion del extracto
hidroalcohdlico, la fragmentacion del ADN es menor; mientras que a menor
concentracion del extracto (5 mg/mL y 10 mg/mL), la fragmentacion del ADN es

mayor.
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Sanchez*Esta manifestacion, con tendencia inversa que a mayor concentracion
presente menor efecto genotédxico, puede ser porque hay presencia de muchos
metabolitos secundarios, que aun estando presente el causante de la
fragmentacion, en este caso puede estar inhibido o bloqueado por otro
compuesto también presente en el extracto. Si el extracto estd més diluido,
aumenta la probabilidad que los metabolitos secundarios se encuentren libres y
pueden ejercer sus actividades.

La figura 6, muestra los resultados de la prueba de Kruskal Wallis que nos
permite evaluar el grado de genotoxicidad tomando en cuenta la fragmentacion
del ADN gendmico de linfocitos humano, por efecto del extracto hidroalcohdlico
de las semillas de Carica papaya L. “papaya” a diferentes concentraciones,
durante una hora de incubacion a 37°C.

La diferencia entre la concentracion de 5 mg/mL y 10 mg/mL, no es significativo,
en ambos, la degradacién del ADN fue entre 40% a 95%, lo cual indica que la
genotoxicidad a estas concentraciones es mayor. La degradacion observada en
la concentracibn de 50 mg/mL fue de 5% a 20%, siendo diferente
significativamente al resto de las concentraciones. Finalmente en la
concentracion de 100 mg/mL, se observé una fragmentaciéon menor al 5%, el
cual también difiere significativamente al resto de las concentraciones; cabe
destacar que en esta concentracion la genotoxicidad es menor a pesar de ser la

de mayor concentracion del extracto estudiado.
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1.

VI. CONCLUSIONES

El latex y el extracto hidroalcohdlico de semilla de Carica papaya L.
“papaya”, presentan efecto genotdxico in vitro frente a ADN gendmico
humano.

Los metabolitos secundarios identificados en el latex de Carica papaya L.
“papaya”, fueron: abundante concentracion de alcaloides y aminoacidos
(+++), seguido de moderada concentracién de lactonas y/o cumarinas (++) y
leve presencia de saponinas (+); mientras que el extracto hidroalcohélico de
la semilla se identificd: abundantes concentraciones de fenoles y/o taninos y
saponinas (+++); seguidos de alcaloides, azlcares reductores, aminoacidos,
quinonas y glicésidos cardioténicos (++); con leve concentracion
flavonoides, catequinas y triperpenos-esteroides (+).

El latex de Carica papaya L. “papaya” desde 5% al 100% de concentracion,
presenta un potente efecto genotéxico frente al ADN gendémico humano;
mientras que el extracto hidroalcohdlico manifiesta una tendencia inversa, a
mayor concentracion del extracto la fragmentacién del ADN es menor; y a
menor concentracion del extracto (5 mg/mL y 10 mg/mL), la fragmentacion

del ADN es mayor.
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VIl. RECOMENDACIONES

Desarrollar trabajos de genotoxicidad de Carica papaya L. “papaya” en
cultivos celulares con el “ensayo cometa” y ensayos in vivo para continuar
con el conocimiento de estos efectos.

Identificar los metabolitos secundarios de los extractos que presentaron

actividad genotéxico en este estudio.
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ANEXO 1.

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

CERTIFICA

Que, la estudiante de Biologia, Srta. Carmen Olga, QUISPE MEZA, ha solicitado
la identificacion de una muestra vegetal para trabajo de tesis.

Dicha muestra ha sido estudiada y determinada segun el Sistema de Clasificacion
de CRONQUIST. A. (1988), y es como sigue:

Fol L ovision . MAGNOLIOPHYTA
L CLASE : MAGNOLIOPSIDA
i ' SUB CLASE : DILLENIIDAE

ORDEN : VIOLALES
FAMILIA : CARICACEAE
GENERO : Carica

ESPECIE : Carica papaya L.
Nombre vulgar. ‘papaya”

.. . Se expide la certificacion correspondiente a solicitud de la interesada

para los fines que estime conveniente.

. "Ayacucho, 30 de Marzo del 2016
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ANEXO 2.

Carica papayal.L
Nombre comun : " papaya “
Familia : Caricaceae
'DESCRIPCION BOTANICA

Arbol dioico de porte bajo y tronco erguido sin ramificacion, s

uculento, fibroso, con presencia de cicatrices foliares prominentes en la corteza,
presenta latex de un color blanco lechoso; las hojas son grandes largamente
pecioladas, alternas y palmati-lobuladas y palminérvias que se forman en la parte
apical del tallo.

Inflorescencias masculinas en paniculas axilares colgantes y protegidas por
bracteas, a veces puede estar acompafnado de flores bisexuales: flores masculinas
con 5 sépalos soldados de color verde amarillento, corola formado por 5 pétalos
soldados de color amarillo , 10 estambres dispuestos en 2 ciclos. Flores femeninas
solitarias 6 formando racimos de pocas flores, grandes , caliz de 5 sépalos soldados
verde amarillentos, corola de 5 pétalos libres de color blanco cremoso ¢ amarillo palido
de ovario supero unilocular conteniendo muchos évulos de placentacion parietal; fruto
baya grande de color que varia entre amarillento , anaranjado y rojizo.

Habitat y Distribucion

Es originaria de América central. Se cultiva en zonas tropicales y subtropicales de
todo el mundo por sus frutos que son ampliamente utilizados en la alimentacion.

Usos : Insecticida :

La'savia del tallo se usa como plaguicida contra la sarna, ascarosis, verrugas y
hongos de la piel..

Usos medicinales :
Anihelmintico bebiendo las semillas licuadas, antiséptico aplicando las hojas
estrujadas: ¢ el latex, como diurético, infecciones urinarias y colicos renales tomando
el cocimiento de las hojas tiernas.; como cicatrizante de heridas, aplicando el latex ¢ el
polvo de las semillas a las heridas; para la mastitis aplicando las hojas machacadas a
los/pezones

B | RS LI B

Ayacucho, Marzo del 2 016
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ANEXO 3.

Esquema de obtencion de extracto hidroalcohdlico, tamizaje fitoquimico y
determinacion del efecto genotoxico.

[ MUESTRA ]

!

[ Recoleccioén de la J

muestra
\
[ |
Identificacion botanica l Seleccién
de la muestra

l Secado

l Molienta
Estractohidro

alcohdlico
[ Tamizaje fitoquimico J [ Genotoxicidad J

5 4 TR i\
KOSI Celyadl Nidy W L

bt bl all w'\i’i '

A A:f qq

= ard L ‘ " EJ
-

T
fl 1]V =t . i e »

e

Morclas bowa ¥ cwrow

Bngfml  30mmg[ml 5
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ANEXO 4.

Tabla de metabolitos secundarios presentes en latex y extracto hidroalcohdlico

de Carica papaya L. “papaya”.

Metabolitos .
secundarios  ENSaYos Observaciones
Alcaloides Mayer Precipitado blarjl::u en
todas las reacciones.

Lactonas yfo . . .
cumarinas Baljet Precipitado naranja
Fenoles ylo Cloruro férrico Precipitado azul oscura
taninos

. . Anaranjado rojizo,
Flavonoides Shinoda carmelita o naranja.
Saponinas Espuma Formacion de espuma
Azicares Benedict Precipitade rojo ladrillo.
reductores

. Carbonato de Mancha verde carmelita
Catequinas sodio a luz UV.
Triterpenos y , .
Esteroides Lieberman Verde intenso u oscuro
Aminoacidos Minhidrina Color azul violaceo
Quinonas Borntrager quomdﬁn rosada o

rojiza.

Glicocidos kedde Coloracion violaceo

cardiotdnicos
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ANEXO 5.

Flujograma de Actividad Genotdxica “in vivo”

Planta en estudio Carica Bolsa colectora de sangre humana,
papaya L. “papaya” paquete de glébulos blancos
[ Latex puro ] ADN genémico
de linfocitos

¢ 4 20 S

Zrepf‘ralfig” Cuantificacion Electro
[ Marcha ] ( \ € stock de por espectro foresis

fitogquimica Prepgreamon (15vo?‘2 /DI) fotometria
diluciones:
100% \ }

50% Y
10%
5%

|

Ensayo de
genotoxicidad “in
vitro”

)
| |

4 FASE I: ) 4 FASE II: ) 4 FASE lll: ) 4 FASE IV: N 4 FASE V: )
Cuantificac'ién Prueba de Electroforesis Radiacion UV Interpretacion
y preparacion genotoxicidad para la para la y clasificacion
de stock de “in vitro” de deteccion de visualizacién del registro
ADN ADN genotoxicidad de visual de
genomico de genoémico genotoxicidad genotoxicidad
linfocito humano

\_ humano AN PAN AN VAN )
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ANEXO 6.

Protocolo para la determinacién del efecto genotdxico in vitro mediante
electroforesis, propuesto por Miranda T.

Preparado de

reactivos para la Extraccion de ADN genomico ) y
extraccion de sem | Cuantificacion de
] m ADN genomico
o m_'“ de linfocito
b ' humano
% : !

Preparacion de soluciones con latex y extracto
hidroalcohdlico para enfrentar con el ADN -
' gendmico humano para la prueba de

ADN

genotoxicidad.
'“1}' ' ' ' Colorear en Bromuro
ey v de etidio y registrar
imagen en el Biometra
UVsolo TS.

\ Sembrado en gel de agarosa para la
electroforesis
Nl

%7
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ANEXO 7.
Tamizaje fitoquimico del latex y extracto hidroalcohdlico de semilla de Carica papaya L. “papaya”

| EXTRACTO HIDROALCOHOLICO

| DIVIDIR EN FRACCIONES DE 2 mL |

50

ENSAYO DE ENSAYO DE ENSAYO DE ENSAYO DE ENSAYO DE ENSAYO DE
CATEQUINA FEHLING LIEBERMAN FENOLES Y BORN_TRAGER KEDE
AzUcares Triterpenos y TANINOS Ouinonas
reductores Esteroides
ENSAYO DE ENSAYO DE ENSAYO DE ENSAYO DE ENSAYO DE ENSAYO DE
RESINAS BALJET SHINODA NINHIDRINA ESPUMA ALCALOIDES
Lactonas Flavonoides Aminoacidos Saponina



ANEXO 8.
Disefio Metodologico

Obtencion del extracto hidroalcohélico:

/

/Semillas del fruto\

maduro de la
“papaya’,
secadas a
temperatura
ambiente sobre
papel craff,
removidas

| kconstantemente J

Semillas pulverizadas para macerar en
solucién, hidroalcéholica.
etanol: agua (2:1) se agité durante una
semana, por 15minutos dos veces al dia 'y
se procedi6 a filtrar.

/I_Ievar a evaporacién\

el filtrado en una
estufa a 37°.
Obtener un producto
con textura pastosa,
a partir de ahi
- realizar el tamizaje
s fitoquimico y ensayos

Carica papaya L. “papaya” p et
\ de genotoxicidad. /

51



ANEXO 9.
Extraccion de ADN gendémico de linfocitos humano

Unidad de sangre para Se adicion6 tampon Homogenizar e
transfusion, se transfirié tris-Hcl precalentado. incubar a 37°C
1ml de sangre en tubo por 30 min.

de ensayo.

Repetir los procedimientos
hasta obtener boton celular

claro. F p—

Se centrifugé por 10
minutos para sedimentar
los linfocitos

Se aspird y descarté el
sobrenadante dejando solo el
sedimento y se resuspendio

con solucion High TE.

2

f Se Resuspendio el \
sedimento y tranfirié a
tubos de microcentrifuga.
Se adicion6 solucién de
lisis precalentado y
proteinasa K.

)
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Incubar a
53°C por

una hora.

/ Se adicion6 soluciéon \

cloroformo: alcohol
isoamilico, se centrifugo,
se aspir6 la fase superior
acuosa con ADNy se
transfirié a otro tubo de

microcentrifuga.
NS J

Se adiciond solucién de acetato de sodio
y alcohol isoamilico, se dej6 reposar por
una noche y se centrifugo.

Se eliminé el \

sobrenadante y
enjuago el sedimento
con etanol. Se
centrifugd y eliminé el
alcohol para dejar
secar a medio
ambiente. Se
resuspendio el
sedimento con

solucion low TE. J
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Cuantificacion de ADN gendmico de linfocito humano por electroforesis:

/1. Sembrado de ADN\

de agarosa.

2. Preparacion de
carga de ADN
para visualizar
banda

1. Sembrado de ADN
carga de ADN
para visualizar

\ banda /
\

/1. Sembrado de

" ADN

= 2. Electroforesis

3. Lavado con
bromuro de
Etidio.

Lo

5013
1 1Tie

)

(1

. Enjuagar con
agua
corriente.

2. Observacion
con rayos

\ uVv.

Observacion
presencia de
ADN.
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ANEXO 10.

Tabla 7. Valores numéricas del grado de genotoxicidad de Carica papaya L.
“papaya”, segun la concentracién del extracto hidroalcohdlico de las semillas vy el
latex, frente a ADN gendmico humano, incubado a 37°C durante una hora.
Ayacucho, 2016.

Carica papaya L. “papaya”
Condiciones de la papay Papay

, » Extracto hidroalcohdlico i
incubacion _ Latex.
de las semillas.

Concentracion en

Temperatura  Tiempo Concentracion en %.
mg/mL.

°C Hora
5 10 50 100 5 10 50 100
3 3 1 0 4 4 4 4
3 3 1 0 4 4 4 4

37 1
3 2 1 0 4 4 4 4
3 3 1 0 4 4 4 4
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ANEXO 11.

Prueba de Kruskal — Wallis para evaluar el grado de genotoxicidad de Carica
papaya L. “papaya”, segun la concentracién del extracto hidroalcohdlico de las
semillas, frente a ADN gendmico humano, incubado a 37°C durante una hora.
Ayacucho, 2016.

Prueba de Kruskal-Wallis en Grado de genotoxicidad

Clasificacion

Concentracibn N  Mediana del promedio Z

5 4 3.000000000 13.0 2.18
10 4 3.000000000 12.0 1.70
50 4 1.000000000 6.5 -0.97
100 4 0.000000000 25 -291
General 16 8.5

H=12.79 GL=3 P =0.005
H=14.40 GL=3 P =0.002 (ajustados para los vinculos)
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ANEXO 12

MATRIZ DE CONSISTENCIA

TITULO PROBLEMA OBJETIVO T'\égi%jo HIPOTESIS VARIABLES METODOLOGIA
Efecto ¢Cualserael GENERAL Aspectos El latex y Variable Tipo de investigacion :
genotéxico  efecto Determinar el efecto Botanicos extracto independiente: Experimental.
in vitro de genotdxico in  genotoxico in vitro de latex Carica papaya hidroalcohdlico El latex y extracto
latex y vitro de latex y extracto hidroalcohélico L. “papaya”. de semilla de hidroalcohdlico de Nivel de investigacion:
extracto y extracto de semilla de Carica Clasificacion Carica papaya L. semilla de Carica Béasico
hidroalcohdli  hidroalcohélic papaya L. “papaya” frente a taxondmica, “papaya” papaya L. “papaya”.
co de ode semilla  ADN gendmico humano”. Descripcién presentan efecto Definicion de la poblacion vy
semilla de de Carica Botanica, genotoxico in Indicador: muestra:
Carica papaya L. ESPECIFICOS Composicion vitro frente al - Concentracion Procedimiento para la recoleccién
papaya L. “papaya” = [dentificar los Quimica, ADN gendmico porcentual v/v del de muestra de latex y semillas de
“papaya” frente a ADN metabolitos secundarios Actividades humano. latex, en pL Carica papaya L. “papaya’.
frente a gendmico presentes en el latex y Bioldgicas. (microlitros).
ADN humano? el extracto Genotoxicidad. - Concentracién m/v del Disefio Experimental:
gendmico hidroalcohdlico de extracto Los ensayos se realizaran con un
humano. semilla de Carica hidroalcohdlico de modelo in vitro para estudiar la
Ayacucho, papaya L. “papaya”. semilla, en mg/mL. actividad genotoxica del latex sobre
2016. = Caracterizar el efecto el ADN gendmico de linfocitos

de la genotoxicidad del

latex y extracto
hidroalcohdlico de
semilla de Carica
papaya L. “papaya”

frente a ADN gendmico
humano.

Variable dependiente:
Efecto genotéxico in
vitro frente al ADN
gendémico humano.

Indicador:

- Fragmentacién
Acido
desoxirribonucleico
(ADN).

del

humanos, demostrandose por su
fragmentacion.

Se aplicara prueba de Kruskal-
Walllis para mas de dos muestras
independientes. El valor de p<0,05.
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