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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo determinar la evaluacion
preliminar de la genotoxicidad in vitro del latex de Sonchus asper (L). Hill “qasa
isqana”; este trabajo se realiz6 en el laboratorio de Farmacognosia de la Escuela
Profesional de Farmacia y Bioquimica y en el Centro de Investigacion de
Biologia Molecular y Bioinformética de la Facultad de Ciencias Biologicas de la
Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga, en la ciudad de Ayacucho.
El latex de la planta, fue obtenido al mismo instante de realizar los ensayos para
la determinacién genotéxica a diferentes concentraciones, exponiéndose éstos
frente al ADN gendmico de Staphylococcus aureus, la estimacion del dafio
genotoxico in vitro fue determinado con el “método Tomasevich”, 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 del
Sonchus asper (L). Hill “gasa isqana”, fueron cardendlidos en cantidad muy
abundante; flavonoides, compuestos fendlicos, alcaloides, aminoacidos y/o
péptidos libres en cantidad abundante. El latex del Sonchus asper (L). Hill “qasa
isqana” a concentraciones de 1, 2.5, 5, 10, 25, 50, y 100%, ha degradado la
totalidad del ADN genémico de Staphylococcus aureus. Se lleg6 a la conclusion,
gue el latex del Sonchus asper (L). Hill “gasa isqana”, presenta una potente
actividad genotoxica frente al ADN gendmico de Staphylococcus aureus.

Palabras clave: Genotoxicidad, ADN gendmico, Sonchus asper (L). Hill.
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I. INTRODUCCION
El Peru presenta una riqueza y megadiversidad de plantas medicinales nativas
que constituye uno de los pilares de la etnofarmacologia y la medicina
tradicional, desde la época pre incaica hasta la actualidad, siendo estas
utilizadas en forma empirica por sus bondades terapéuticas en el cuidado y
restauracion de la salud.! En los Ultimos afios los andlisis de genotoxicidad han
alcanzado gran importancia, realizandose con el fin de identificar posibles dafos
a nivel del ADN para el ser humano ya que se ha detectado extractos de plantas
medicinales que poseen actividad embriotéxica y/o teratogénica, y se ha
reportado actividad mutagénica y carcinogénica en productos de origen vegetal
encontrdndose que existe una correlaciébn positiva entre la ocurrencia de
enfermedades y tumores en la poblacién.? El Staphylococcus aureus produce
una amplia gama de enfermedades, que van desde infecciones cutaneas y de
las mucosas relativamente benignas, tales como foliculitis, forunculosis o
conjuntivitis, hasta enfermedades de riesgo vital, como celulitis, abscesos

profundos, osteomielitis, meningitis, sepsis, endocarditis 0 neumonia.®

Si bien es cierto Sonchus asper (L). Hill “gqasa isqana” es una planta introducida
en nuestro pais, en medicina tradicional el extracto presenta actividad
antibacteriana, hepatoprotector y cardioténicas.* Que nos hace pensar que este
latex también posee efecto genotodxico a las células del organismo que reciben el
tratamiento. Los resultados del presente proyecto de investigacion serviran para
evaluar el dafio del latex fresco de Sonchus asper (L). Hill “gasa isqana” sobre el
ADN de Staphylococcus aureus, asi como su posterior sugerencia al empleo en

la medicina tradicional.

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 Cometa), donde se evalian
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 esta



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 pequefios
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 anodo dependera del tamafio, forma y
peso molecular de los fragmentos generados por la lesiébn. Por medio de la
coloraciéon 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.® " 8 El interés sobre el ensayo cometa se ha
incrementado notablemente en los ultimos afios, debido a que ha demostrado
ser un método extremadamente sensible en la deteccion del dafio al ADN a nivel
celular.® 1
En el presente estudio, la estimacién del dafio genotdxico in vitro fue
determinado con el “método Tomasevich”, que consiste en exponer al ADN
gendmico de Staphylococcus aureus a diferentes concentraciones del latex de
“‘gasa isqana” 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:
Determinar la genotoxicidad in vitro del latex de Sonchus asper (L). Hill “gasa
isqana” frente al ADN gendmico de Staphylococcus aureus.
Objetivos Especificos:

¢ Identificar los metabolitos secundarios presentes en el latex de Sonchus

asper (L). Hill “gasa isqana”
¢ Evaluar la genotoxicidad in vitro del latex de Sonchus asper(L). Hill “gasa

isqana”.



Il. MARCO TEORICO
2.1 Antecedentes del estudio.
Estudio realizado por Florence y Col* mencionan que muchos materiales
vegetales estan sub-explotados debido a un conocimiento cientifico inadecuado
de sus potenciales nutricionales y curativos; motivo por el que estudiaron las
propiedades nutricionales, fitoquimicas, antioxidantes y antibacterianas de los
extractos con acetona, metanol y agua de las hojas de Sonchus asper y
Sonchus oleraceus: El analisis mostré que las plantas contenian un porcentaje
apreciable de humedad, ceniza, proteina cruda, lipido crudo, fibra cruda e
hidratos de carbono. También son ricas en flavonoides, flavonoles,
proantocianidinas, fenoles totales y bajos niveles de saponinas, fitato y
alcaloides. Los extractos de las dos plantas también mostraron fuertes
propiedades antioxidantes; asi mismo, los extractos con acetona y metandlico de
Sonchus asper, presentaron actividad antibacteriana frente a Bacillus cereus,
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus, Micrococcus kristinae,
Streptococcus pyrogens, Escherichia coli, Salmonella pooni, Serratia
marcescens, Pseudomonas aeruginosa y Klebsiella pneumonae.'?
Rahmat A. y Col.*? estudiaron Sonchus asper de frecuente uso tradicional para el
tratamiento de varias dolencias asociadas con el higado, los pulmones y los
rifiones. Este estudio tuvo como objetivo investigar el potencial terapéutico de
extractos crudos no polares (hexano, acetato de etilo y cloroformo) y polares
(metanol) de toda la planta, que evaluaron frente al tetracloruro de carbono
(CCls) induciendo lesiones hepéticas en ratas. Mostrando evidentes efectos
hepatoprotectores.
Asi mismo, Rahmat A.y Col.*® estudiaron los efectos antioxidantes del extracto
metandlico de Sonchus. asper contra la nefrotoxicidad inducida por CCl,4 en ratas

macho Sprague-Dawley. CCls (3 ml/kg, 30% en aceite de oliva) quincenalmente



durante 4 semanas indujo peroxidacion lipidica, como se refleja por un aumento
significativo; disminuyé las defensas antioxidantes renales, como lo revela una
disminucion del nivel de GSH, CAT, SOD, GST, GSR, GSH, mientras que elevo
el nivel de contenido de y-GT, HxO, y nitrito. CCls causé lesiones
histopatoldgicas y aumentd significativamente el recuento de AgNOR renal y el
dafio al ADN. La actividad de la telomerasa en el rifién se determiné positiva con
el tratamiento con CCls. La concentracion de creatinina, urobilinbgeno y urea
aumento mientras que el aclaramiento de creatinina disminuy6 en suero y orina.
El nivel de proteina y albimina aumentd en la orina mientras que se redujo en
suero. El nivel sérico de nitrito se incrementd con el tratamiento con CCls. El
tratamiento de ratas con Sonchus asper (100, 200 mg/kg) mejoré eficazmente
las alteraciones inducidas con CCls en peroxidacion lipidica, defensas
antioxidantes, marcadores bioquimicos, genotoxicidad y lesiones renales. Los
datos actuales sugieren que Sonchus asper protege los rifiones posiblemente
aliviando el estrés oxidativo inducido con CCl,4 en la rata.

Muhammad R. y Col** realizaron estudios de efectos protectores del extracto de
metanol de Sonchus asper contra el dafio oxidativo inducido por KBrOsz en
tejidos cardiacos de rata se determinaron en este estudio. Las ratas macho
Sprague-Dawley (180 a 200 g) se dividieron en cinco grupos. Grupo [: solucién
salina recibida (1 ml/kg, 0,85% NacCl) grupo lI: se inyectaron KBrO3; (20 mg/kg);
grupo Il y IV: tratados con KBrOs y después de 48 con Sonchus asper (100; 200
mg/kg) y grupo V: con Sonchus asper (200 mg/kg). Todos los tratamientos se
administraron dos veces por semana durante cuatro semanas. Los resultados
revelaron que el estrés oxidativo inducido por KBrOs; se evidencié por la
disminucioén significativa en los niveles de actividad de las enzimas antioxidantes
(CAT, POD, SOD, GSH-Px, GSR, GST, QR, X0O) y glutation (GSH), mientras que
el aumento en los niveles de y-GT, MDA y H202 en muestras cardiacas en
comparacion con el grupo control. Los niveles séricos de CK, CK-MB, LDH,
acido urico, AST, ALT, ALP, triglicéridos, colesterol total, LDL, VLDL se elevaron
mientras que el nivel de HDL se redujo significativamente en el grupo KBrO3z en
comparacion con el control. Dado que el mismo tratamiento revirti6 estas
respuestas de forma dependiente de la dosis, parece probable que el extracto de
metanol de Sonchus asper pueda proteger los tejidos cardiacos contra el dafio

oxidativo mediado por KBrOs.



Rahmat A. y Col*® también estudiaron Sonchus asper usado tradicionalmente
como medicina popular para tratar trastornos mentales en Pakistan. Su estudio
demostrd el efecto de la fraccion metandlica rica en polifenélicos de Sonchus
asper sobre el rendimiento cognitivo, las actividades antioxidantes del cerebro y
la actividad de la acetilcolinesterasa en ratas macho.

Montes y Col*® reportdé un estudio con el objetivo de determinar el efecto
genotoxico in vitro del latex de Taraxacum officinale “diente de ledn” frente a
ADN gendmico humano, e identificar sus metabolitos secundarios. El latex lo
obtuvo directamente de la raiz de la planta. Realizé las reacciones de Mayer,
Dragendorff y Wagner, para la identificacion de alcaloides, el ensayo de FeCls
para fenoles y taninos, y Baljet para lactonas y/o cumarinas. La evaluacion de la
genotoxicidad in vitro por la fragmentacion del ADN, fue determinado con el
‘método Tomasevich” preparando el latex a concentraciones de 10%, 25%, 50%
y 100 %, 6 puL de cada uno de éstos enfrenté sobre 14 uL de ADN gendmico
humano a concentracion de 1,500 ng/pL, tuvo como “blanco” el latex al 100%,
como “control” 14 pL de ADN; incubaron a 37°C durante una hora,
respectivamente; estos productos, ademéas de un marcador de tamafio molecular
(50 pb), sometieron a electroforesis a 40 voltios durante tres horas en gel de
agarosa con bromuro de etidio al 1%, luego se visualizé en radiacién de luz ultra
violeta y se tomo el registro fotografico con Biometra UVsolo TS. Los resultados
del tamizaje fitoquimico del latex identificaron la presencia de fenoles y taninos
en cantidad abundante y alcaloides en cantidad leve. Los corridos
electroforéticos, revelaron que el latex a concentraciones de 10% y 25%, han
fragmentado entre 40% a 95% del ADN, mientras que el latex a 50% y 100 %
han fragmentado totalmente al ADN genémico humano. La prueba de Kruskal
Wallis (p=0,027), permiti6é determinar que si existe diferencia en la actividad
genotodxica del latex, segun su concentracion. Concluyeron que el latex de
Taraxacum officinale “diente de ledn”, presenta un efecto genotéxico importante
frente a ADN genémico humano.

Montes y col'’ realizé un estudio con el objetivo de determinar la genotoxicidad in
vitro del latex de una planta medicinal de uso dérmico Argemone mexicana L.
“‘cardo santo” frente a ADN gendémico humano, e identificar sus metabolitos
secundarios. El latex fue obtenido directamente de la base del tallo de la planta.
Realizé las reacciones de Mayer, Dragendorff y Wagner, para la identificacion de

alcaloides, el ensayo de FeCl; para fenoles y taninos, y Baljet para lactonas y/o



cumarinas. La evaluacioén de la genotoxicidad in vitro por la fragmentacion del
ADN, lo determinaron con el “método Tomasevich” preparando el latex a
concentraciones de 10%, 25%, 50% y 100%, 6 uL de cada uno de éstos se
enfrentd sobre 14 pL de ADN gendmico humano a concentracion de 1,500
ng/uL, tuvo como “blanco” el latex al 100%, como “control” 14 uL de ADN;
incubaron a 37°C durante una hora, respectivamente; estos productos, ademas
de un marcador de tamafio molecular (50pb), sometieron a electroforesis a 40
voltios durante tres horas en gel de agarosa con bromuro de etidio al 1%, luego
se visualizé en radiacién de luz ultra violeta y tomé el registro fotografico con
Biometra UVsolo TS. Los resultados del tamizaje fitoquimico del latex
permitieron identificar la presencia de alcaloides, fenoles y taninos en cantidad
abundante, y lactonas y/o cumarinas en cantidad leve. El corrido electroforético,
de las cuatro repeticiones realizadas, revelaron los mismos resultados, que el
latex a concentraciones de 10%, 25%, 50% y 100 %, han fragmentado
totalmente al ADN gendémico humano; no existe diferencia en la actividad
genotdxica del latex, segun su concentracion. Concluyeron que el latex de
Argemone mexicana L. “cardo santo”, presenta un efecto altamente genotoxico
frente a ADN gendmico humano.

Moreno y Col'® desarrollaron un estudio planteando como objetivos determinar el
efecto genotdxico in vitro de una planta medicinal antiverrucoso Euphorbia
peplus L. “leche leche” frente a ADN gendémico humano, e identificar sus
metabolitos secundarios. El latex fue obtenido directamente de la base del tallo
de la planta. Realizaron las reacciones cualitativas fitoquimicas y la evaluacién
de la genotoxicidad in vitro por la fragmentacion del ADN, fue determinado con el
“‘método Tomasevich”, prepararon diluciones del latex a concentraciones de 5%,
10%, 25%, 50% y 100 %, 6 uL de cada uno de éstos se enfrentd sobre 14 pL de
ADN gendmico humano a concentraciéon de 1,500 ng/uL, tuvo como “blanco” el
latex al 100%, como “control” 14 uL de ADN y como “descarte de nucleasas”,
colocando 14 pL de ADN mas 6 L de latex a 100% mas 6 puL de proteinasa K.
Esta bateria de tubos fue incubada en bafio Maria a 37°C durante una hora.
Estos productos, ademas de un marcador de tamafio molecular (50 pb),
sometieron a electroforesis a 40 voltios durante tres horas en gel de agarosa con
bromuro de etidio al 1%, luego se visualizé en radiacion de luz ultra violeta y
tomaron el registro fotografico con Biometra UVsolo TS. El tamizaje fitoquimico

permitié identificar alcaloides, flavonoides y principio amargo y astringente en



cantidad abundante, fenoles y taninos, y saponinas en cantidad moderada,
lactonas y/o cumarinas en cantidad leve. Los resultados de los corridos
electroforético revelaron que el latex a concentraciones de 5%, 10%, 25%, 50% y
100 %, han fragmentado totalmente al ADN gendmico humano. Los tiempos de
incubacién segin Mann-Whitney (p=0,539) no influye en la genotoxicidad del
latex de “leche leche”, pero si la concentracion del latex, Kruskal-Wallis
(p=0,000). Concluyeron que el latex de Euphorbia peplus L. “leche leche”
presenta un efecto altamente genotéxico frente a ADN gendmico humano.
Moreno y Col*® reportan un estudio de evaluacion de la genotoxicidad in vitro de
latex fresco y cristalizado de Carica papaya L. “papaya”, frente a ADN gendmico
humano. El latex fue obtenido directamente del fruto no maduro, la cristalizacion
de latex fue en incubadora a 37°C durante 7 dias. La evaluacién de la
genotoxicidad in vitro por la fragmentacion del ADN, fue determinado con el
“método Tomasevich” preparando dos baterias de tubos: uno para latex fresco y
otro para latex cristalizado a concentraciones de 1%, 2.5%, 5%, 10%, 25%, 50%
y 100 %, 6 pL de cada uno de éstos se enfrenté sobre 14 pL de ADN gendmico
humano a concentracion de 1,500 ng/uL, usaron como “blanco” el latex al 100%,
como “control” 14 yL de ADN y un tubo que contenia el latex al 100%, ADN mas
proteinasa K; cada bateria de tubos fueron incubados a 37°C durante una hora;
estos productos, ademas de un marcador de tamafio molecular (50 pb),
sometieron a electroforesis a 40 voltios durante tres horas en gel de agarosa con
bromuro de etidio al 1%, luego visualizé en radiacion de luz ultra violeta y se
tomd el registro fotografico con Biometra UVsolo TS; realizaron cuatro
repeticiones de estos ensayos. Todos los registros fotograficos de los corridos
electroforéticos, revelan que las siete concentraciones ensayadas de 1% al
100% de latex fresco, fragmentaron totalmente al ADN gendmico humano;
mientras que las concentraciones de 10%, 25% y 50% de latex cristalizado, han
fragmentado entre 20% al 40% del ADN y a concentracion de 100% de latex
cristalizado degradado entre el 40% al 95% del ADN gendémico humano,
demostrando que la genotoxicidad del latex cristalizado si depende de su
concentracion.

El tubo que contenia latex fresco al 100%, proteinasa K y ADN, también muestra
fragmentacion total del ADN, corroborando que este efecto fue por accién de los
metabolitos secundarios, mas no por la actividad de nucleasas que podrian estar

presentes en el latex, debido a que ellas fueron destruidas por accién de la



proteinasa K en el periodo de incubacion. Concluyeron que el latex fresco de
Carica papaya L. “papaya” presentan una potente actividad genotoxica frente a
ADN genomico humano, mientras que la de latex cristalizado, depende de su
concentracion.

2.2 Marco conceptual

2.2.1 Sonchus asper (L.) Hill. “qasa isgana”

2.2.1.1 Clasificacién Taxonémica

La identificacion botanica se realiz6 segun el sistema de clasificacion de
Cronquist A 1988 a cargo de la Blga. Laura AUCASIME MEDINA (Anexo N° 01),
de la Facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad Nacional de San

Cristébal de Huamanga:

Divisién : Magnoliophyta

Clase : Magnoliopsida

Sub clase : Asteridae

Orden : Asterales

Familia : Asteraceae

Género : Sonchus

Especie : Sonchus asper (L.)Hill.
Nombre Vulgar :  “gasaisgana”

2.2.1.2 Descripcién botéanica

Planta herbacea, anual, con abundante latex de color blanco lechoso, las hojas
son simples, sésiles, con I6bulos irregulares, de bordes dentados, glabras de
disposicién alterna, siendo las hojas basales mas grandes y con las vainas que
abrazan al tallo (hojas envainadoras).

Las inflorescencias se presentan formando numerosas cabezuelas o capitulos,
rodeadas por un involucro formado por varias hileras de bracteas verdosas, las
flores son pequefias de color amarillo tenue o blanquecino, heteroclamideo,
pentamero y bisexual. Caliz modificado en vilano formado por un penacho de
pelos finos y blanquecinos; corola ligulada formado por cinco pétalos soldados
en la base formando un tubo y se prolongan en una sola pieza a manera de una
lengtiiita; cinco estambres sinandro o sinanterio con los filamentos libres y
anteras soldadas; ovario infero bicarpelar, unilocular y uniseminado. Fruto seco
indehiscente del tipo aquenio provisto por un penacho de pelos blanquecinos

(vilano), que le sirve como medio de dispersion por el viento.?



Figura 1: Sonchus asper (L.)Hill. “qasa isqana”

2.2.1.3 Habitad y Distribucion geogréafica

Es una especie originaria de Europa. Crece en forma silvestre costa, sierra y
selva como maleza en los cultivos, terrenos abandonados, huertos y jardines
generalmente en zonas himedas. Se encuentra en todas las estaciones del afio
de preferencia en época lluviosa donde florece y fructifica. Se propaga mediante
semillas.?°

2.2.1.4 Composiciéon quimica

La planta es rica en minerales, flavonoides, flavonoles, proantocianidinas,
fenoles totales y bajos niveles de saponinas, fitato y alcaloides. Los estudios
quimicos de Sonchus asper revelaron la presencia de &cido ascorbico,
carotenoides y acidos grasos. Los compuestos fendlicos se presentan con
mayor frecuencia a quien se debe los efectos antialérgicos, antimicrobianos,
antiartreogénicos, antitromboéticos, antiinflamatorios, vasodilatadores vy
cardioprotectores. El &cido tanico, quercetina y catequina contribuyen a las
actividades antioxidantes.* 12

2.2.1.5 Usos tradicionales

Esta planta es usada en la medicina popular en infusibn o como extracto para
colicos hepdticos y renales, como depurativos de la sangre, antiespasmédico y
otros; también se utliza como alimento, consumiendo las hojas como

hortalizas.?® (Anexo 2)



2.2.1.6 Propiedades fitofarmacoldgicas

Sonchus asper “gasa isqana” se utiliza en el tratamiento de: heridas por
guemaduras, tos, bronquitis y asma, amigdalitis, inflamacién de los rifiones,
disfuncién eréctil en hombres, fiebre, estrefiimiento, diabetes, sarna y
enfermedades del corazén*

Actividad antimicrobiana: Los extractos con acetona y con metanol de
Sonchus asper, presentaron actividad antibacteriana frente a Bacillus cereus,
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus, Micrococcus kristinae,
Streptococcus pyrogens, Escherichia coli, Salmonella pooni, Serratia
marcescens, Pseudomonas aeruginosa y Klebsiella pneumonae*

Actividad antioxidante: Los extractos de Sonchus asper presentaron una
notable capacidad para barrer todas las especies reactivas ensayadas con
IC 50 valores que se encuentran en el nivel g / ml. El mismo que fue demostrado
por tener los mas altos TPC mientras mas bajos de IC 5o valores para el DPPH,
ABTS capacidades de depuracion de radicales y la eficiencia de eliminacién de
guelante de hierro, por otra parte, tenian mejores actividades en la compactacion
de los radicales superéxido y peréxido de hidrégeno, asi como potentemente
barrido los radicales hidroxilos.*?

Actividad Hepatoprotectora: El extracto metandlico de Sonchus asper en el
tratamiento con CCl 4, de manera significativa (P <0.01) redujo los niveles de
Tsy Tay aumentd los niveles de TSH, lo cual reduce las actividades de las
enzimas antioxidantes, pero aumentd la peroxidacion lipidica y el dafio del
ADN. La administracion concomitante de SAME, mejoré significativamente (P
<0.01) estas alteraciones con respecto a los niveles hormonales.*?

2.2.1.7 Latex

El latex es una suspension acuosa coloidal compuesta de algunas grasas, ceras
y diversas resinas gomosas obtenida a partir del citoplasma de las células
laticiferas presentes en algunas plantas angiospermas y hongos. Es
frecuentemente blanco, aunque también puede presentar tonos anaranjados,

rojizos o amarillentos dependiendo de la especie, y de apariencia lechosa.?!

El latex es una sustancia con una composicién de gran complejidad, puesto que
entre sus elementos constituyentes se encuentran gomas, aceites, azucares,
sales minerales, acidos nucleicos, proteinas, alcaloides, terpenos, ceras,

hidrocarburos, almidon, resinas, taninos y balsamos. Pero lo cierto es que la
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cantidad de cada uno de estos compuestos varia moderadamente en funcion de
una serie de factores, tales como la especie vegetal, la parte de la planta en la
gue se encuentra, la época del afio, pues la composicién no sera la misma en

verano que en invierno, o el tipo de suelo sobre el que crece el vegetal.

Cuando sale del arbol el latex presenta, por norma general, un pH practicamente
neutro que oscila entre 7.0 y 7.2, aunque al entrar en contacto con el aire se
vuelve acido. Transcurridas entre doce y veinticuatro horas desde su extraccion,
el pH desciende a 5.0, sobreviniéndose la coagulacion de la sustancia cuando se
sita con un pH igual o inferior a 4.2.22

2.2.2. Staphylococcus aureus

Conocido como estafilococo aureo o estafilococo dorado, es una bacteria
anaerobia facultativa, grampositiva, productora de coagulasa, catalasa, inmaovil y
no esporulada que se encuentra ampliamente distribuida por todo el mundo,
estimandose que una de cada tres personas se hallan colonizadas, aunque no
infectadas, por ella.

Puede producir una amplia gama de enfermedades, que van desde infecciones
cutaneas y de las mucosas relativamente benignas, tales como foliculitis,
forunculosis o conjuntivitis, hasta enfermedades de riesgo vital, como celulitis,
abscesos profundos, osteomielitis, meningitis, sepsis, endocarditis 0 neumonia.
Ademas, también puede afectar al aparato gastrointestinal, ya sea por presencia
fisica de Staphylococcus aureus o por la ingesta de la enterotoxina estafilocécica
secretada por la bacteria?®.

En la actualidad, este microorganismo se encuentra como el principal causante
de las infecciones nosocomiales. Esta situacion se ve favorecida por el hecho de
que esta especie habita tanto en las mucosas como en la piel de los seres
humanos, lo que permite que a través de las heridas quirirgicas pueda penetrar
en el torrente sanguineo del paciente por medio del contacto directo o indirecto
con el personal sanitario, con un objeto contaminado o incluso con otro
paciente.?

2.2.2.1 Clasificacion taxonémica

La identificacion taxondmica se realizd segin Rosenbach 1984 a cargo del Blgo.
Toméas Yuret Miranda Tomasevich (Anexo N°3) responsable del Centro de
Investigacion de Biologia Molecular y Bioinformatica de la Facultad de Ciencias

Biolégicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga:
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Dominio : Bacteria

Filo : Firmicutes

Clase : Bacilli

Orden : Bacillales

Familia . Staphylococcacae
Género : Staphylococcus
Especie : Staphylococcus aureus

2.2.2.2 Morfologia

Staphylococcus aureus es un coco inmovil, de 0,5 a 1 ym de diametro,*® que se
divide en tres planos para formar grupos de células irregulares semejantes a
racimos de uvas. En extendidos de pus los cocos aparecen solos, en pares, en
racimos o en cadenas cortas. Los racimos irregulares son caracteristicos de
extendidos tomados de cultivos que se desarrollan en medios sélidos, mientras
que en otros cultivos son frecuentes las formas de diplococos y en cadenas
cortas. Unas pocas cepas producen una capsula o capa de baba que incrementa
la virulencia del microorganismo. Staphylococcus aureus es un microorganismo
grampositivo pero las células viejas y los microorganismos fagocitados se tifien
como gramnegativos.?

2.2.2.3 Habitat

Se encuentra habitualmente a nivel de la nasofaringe y de zonas hiumedas como
pliegues inguinales y axilas. A nivel del vestibulo nasal anterior la adherencia
parece estar mediada por el contenido en acidos teicoicos. Se estima que el
indice de portacion nasal en los adultos es de alrededor del 20-30%. Expresado
longitudinalmente, cerca del 30% de la poblacibn puede ser portador
permanente, el 50% portador intermitente y el 20% no es colonizado. Algunas
poblaciones pueden tener una tasa de colonizacibn mayor como el personal de
salud, los pacientes en hemodidlisis, diabéticos, adictos a drogas intravenosas,
etc. A pesar que Staphylococcus aureus posee numerosos factores de
virulencia, puede convivir con el huésped humano formando parte de su flora
normal sin causar ningun dafio.?*

2.2.2.4 Metabolismo

Staphylococcus aureus se desarrolla rapidamente en todos los medios,

fermentan lentamente en carbohidratos, como el manitol, pero no produce gas.
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La actividad proteolitica varia mucho de una cepa a otra. Staphylococcus aureus
produce pigmentos que varian desde un color blanco hasta un amarillo intenso.*’
Staphylococcus aureus tiene un metabolismo anaerobio facultativo, con
excepcion de las subespecies Staphylococcus aureus anaerobius Yy
Staphylococcus aureus saccharolyticus que crecen de forma anaerobia y a
menudo son catalasa-negativas.?*

2.2.3 Toxicidad y genotoxicidad

2.2.3.1 Toxicidad

La toxicidad es la capacidad de una sustancia quimica de producir efectos
perjudiciales sobre un ser vivo, al entrar en contacto con él. Toxico 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.?

2.2.3.2 Genotoxicidad

Es la capacidad relativa para causar dafo al material genético por agentes
fisicos, quimicos o biolégicos. El dafio en el material genético incluye no sélo al
ADN, sino también a todos aquellos componentes celulares que se encuentran
relacionados con la funcionalidad y comportamiento de los cromosomas dentro
de la célula. Ejemplos de esto Ultimo son las proteinas que intervienen en la
reparacion, condensacion y descondensacién del ADN en los cromosomas u
otras estructuras como el huso mitético, responsable de la distribucién de los
cromosomas durante la division celular. Este dafio puede ser de tipo mutagenos
o carcin6geno.?5 27

Las pruebas de genotoxicidad se puede definir como pruebas in vitro e in vivo,
disefiadas para detectar compuestos que induzcan dafio genético, directa o
indirectamente, por diversos mecanismos; son necesarios antes de que se
produzca la exposicion en el ser humano.?

Los agentes capaces de ocasionar toxicidad genética son llamados genotdxicos
0 Xxenobidticos y se clasifican en tres categorias de acuerdo a su origen:
guimicos, fisicos y biologicos. La primera categoria esta constituida por los
compuestos quimicos, la segunda incluye las radiaciones en todo su espectro y
la dltima en algunos parasitos, bacterias, hongos, vegetales o incluso virus
(aunque estos Udltimos 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 xenobioticos estd influida por la dosis recibida y el tiempo o
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via de exposicion, junto a la constitucion genética del individuo que puede definir

una susceptibilidad propia o particular.?®

2.2.3.3 Mecanismo de genotoxicidad

Las sustancias genotdxicas pueden unirse directamente al ADN o actuar

indirectamente mediante la afectacion de las enzimas involucradas en la

replicacién del ADN y causando en consecuencia mutaciones que pueden o0 no
desembocar en un proceso canceroso.?’

Los mutdgenos y carcindbgenos genotoxicos son compuestos electréfilos muy

reactivos y con gran afinidad por el ADN, como los derivados de compuestos

organicos nitrogenados o halogenados, epdéxidos, lactonas o compuestos
inorganicos de niquel, cromo, uranio, etc.

Los genotéxicos pueden provocar mutaciones por cambios en algunos

nucleétidos debidos a:*°

e Sustituciones en las bases: purinas por otras purinas, pirimidinas por otras
pirimidinas o purinas por pirimidinas o viceversa.®

e Sustitucidn de una base por una sustancia analoga originando un nucleétido
inGtil para la duplicacion.

e Alteracién quimica de las bases mediante oxidacién, desaminacion.

e Alquilacién de la molécula del ADN incorporando grupos quimicos a las
bases, mediante enlaces covalentes, formando lo que se conocen como
aductos.3132

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

También, pueden provocar aberraciones cromosomicas como:

e Lesiones cromosémicas por rotura, deleccién, intercambio o reorganizacion
del material cromosdmico y translocaciones.

e Cambio en el nimero de cromosomas.3?

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

¢ Impedimento de la replicacién produciendo la muerte por apoptosis.

e Replicacién con nucledtidos alterados, o con errores en la replicacion del
ADN, es decir, se trasmite una mutacién. Esta mutacién puede ocurrir en una
célula somética dando por ejemplo un proceso canceroso o malformaciones
congénitas en el recién nacido; o en una célula germinal produciendo una
enfermedad hereditaria 0 generando en el individuo una mayor

susceptibilidad de contraer determinadas enfermedades.3!
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e Reparacion del dafio en la molécula de ADN evitdndose la mutacion.*

En cuanto a los carcindégenos genotdxicos, actian como iniciadores del proceso

de carcinogénesis. Esta comienza con una mutacion en una sola célula pudiendo

ser a nivel del metabolismo del xenobi6tico, haciendo que una sustancia

procancerigena se convierta en cancerigena; en la reparacion del ADN

dificultdndola o impidiéndola y/o estimulando la proliferacion celular.3! 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.3* Su mecanismo de accién estd basado en la

formacion de enlaces covalentes con el nitrogeno 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 correlaciébn estructura, actividad, pudiéndose detectar
mediante ensayos experimentales.

¢ La mayoria se clasifican como procarcindgenos, es decir, requieren una
biotransformacién 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.%®

2.2.4 Evaluacién genotéxica

La genética toxicoldgica 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

cromosémicas estructurales (cambios en la estructura) o numéricas

(aneuploidias y poliploidias por afecciones en los componentes del aparato

mitético o0 meidtico) o alteraciones al ADN (formacion de aductos, alquilacion de

bases, intercalamiento de bases), a los mecanismos de reparacidon

(incrementando la sensibilidad a los efectos de muchos mutagenos), a los

eventos de recombinacién mitética.®

Las plantas medicinales no llevan una indicacién metodolégica especial para su

evaluacion genotdxica, por lo que deben ser sometidas a las mismas

regulaciones que rigen los farmacos en general. La evaluacién genotdxica de
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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 genotéxicos 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
ello se reconocen cuatro niveles: mutacibn génica (nivel 1), mutacién
cromosémica (nivel 1), dafio primario del ADN (nivel Ill), transformaciones
celulares (nivel 1V), 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 dltimos afios las pruebas para medir dafio a nivel primario del ADN, han
alcanzado gran importancia entre los andlisis 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 decision 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 crométides hermanas;
micronucleos, sintesis de ADN no programada y electroforesis de una célula
(ensayo del cometa).?®

2.2.5 Electroforesis en gel

La electroforesis es una técnica de separacion de moléculas en una mezcla por
aplicacién de un campo eléctrico. Las moléculas disueltas se desplazan o migran
en un campo eléctrico a una velocidad determinada por su relacion carga: masa,
si dos moléculas tienen masa y formas iguales, la de mayor carga neta se

desplazara mas rapido hacia un electrodo.*
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Cuando se digiere una molécula de ADN con una enzima de restriccion
apropiada, se corta en fragmentos especificos. Estos fragmentos se pueden
separar en funcion de su tamafo, por medio de una electroforesis en gel. Para
ello, el ADN cortado se coloca en un gel de agarosa o poliacrilamida. Cuando
pasa una corriente eléctrica a través del gel, cada fragmento se desplaza hacia
abajo con una velocidad proporcional al logaritmo de su peso molecular. El
desplazamiento produce una serie de bandas. Cada banda corresponde a un
fragmento de tamafo definido, que es de menor cuando mas abajo esta en el
gel. La longitud de cualquier fragmento concreto se puede determinar calibrando
el gel. Para ello, en otro carril del mismo gel se hace correr un control paralelo. El
control es una mezcla de fragmentos patron, que tiene tamafios conocidos y se
llaman marcadores. La migracion de los marcadores define la relacion entre la
longitud de fragmento y la distancia recorrida en el gel.®*

La electroforesis en gel es un modo conveniente de cuantificar el ADN y analizar
su estado fisico al mismo tiempo, se puede visualizar si existen contaminantes
gue pueden estar presentes en la muestra de ADN o si esta degradado. Es la
aplicacion de las técnicas de separacion de macromoléculas en un campo
eléctrico en funcién de su tamafo y carga eléctrica superficial, se define como el
método de separacion de sustancias cargadas al aplicar un campo eléctrico, de
modo que se diferencian en el comportamiento en un campo eléctrico. Aquellas
particulas cargadas positivamente (cationes) migraran hacia el catodo y las
cargadas negativamente (aniones) hacia el anodo.*?

Entre las macromoléculas, las mas utilizadas son las proteinas seguidas de los
acidos nucleicos, ya que ambos tipos presentan una carga importante, algo que
no presentan los lipidos, sin contar con que son insolubles. El método consiste
en inmovilizar las muestras en estudio en un material gelatinoso (gel). El gel se
somete a una corriente eléctrica durante un periodo de tiempo determinado.
Cada muestra comenzara a migrar a través de 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 acidos nucleicos tienen la capacidad de migrar en un campo
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eléctrico y por tanto, son susceptibles de ser separados por electroforesis. El gel
se encuentra sumergido en un electrolito tamponado con tris-Borato (no glicina),
para garantizar que los acidos nucleicos estén cargados negativamente; por esto
a la técnica se le denomina electroforesis de inmersion. Las moléculas migraran
hacia el polo positivo, de modo que viajaran en esa direccién por el gel,
separandose por tamafio (nimero de nucleétidos), a la hora de cargar la muestra
se colocan unos marcadores de frente o de corrida (6X loading dye) que nos
permita detener la electroforesis en el momento que lo creamos oportuno. Para
visualizar las bandas, hay que tefir el gel o marcar radiactivamente las
moléculas. EI método mas utilizado en geles de agarosa es el bromuro de etidio,
el cual se comporta como un agente intercalante, de modo que ademds de
disminuir la densidad de la molécula, tiene la capacidad de emitir luz cuando se
le excita con luz ultravioleta. Hay que tener cuidado con este compuesto ya que
es altamente cancerigeno.

La electroforesis en gel es muy utilizada en la deteccion, control de pureza,
caracterizacion, cuantificacion (por comparaciébn con controles) asi como
preparacion y purificacién (por extraccion de bandas desde el gel) de moléculas
y fragmentos de DNA y RNA. Tiene dos mecanismos de separacion: la
electroforesis, que separa por la relacion carga/tamafio y el tamizado por el gel,
gue separa mayormente por tamafio. Los geles m&s comunes son agarosa y
poliacrilamida.3*

2.2.6 Acidos nucleicos

Los acidos nucleicos son macromoléculas, incluso mayores que las proteinas y
asi tienen una amplia posibilidad para transmitir informacién en la forma de
agrupamiento de grupos guimicos con una complejidad comparable a la
disposicion de los amino&cidos en las proteinas.*

Los acidos nucleicos se forman cuando los nucle6tidos se unen entre si por
medio de puentes diéster entre atomos de C3 de un nucledtido y el C5. La
secuencia lineal de los nucleétidos generalmente se expresa en direcciéon 5’ a
3’_37

2.2.7 Acido desoxirribonucleico (ADN o DNA)

El ADN o acido desoxirribonucleico es el componente quimico primerio de los
cromosomas Yy el material del que los genes estan formados, es el almacén de la
informacion” que cada individuo posee y que necesita para llevar a cabo todas

sus funciones vitales.3”
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La molécula de ADN estéa formada por dos largas cadenas de nucleétidos unidas
entre si formando una estructura en doble hélice. Las dos cadenas de
nucledtidos que constituyen una molécula de ADN, se mantienen unidas entre si
por enlaces entre las bases nitrogenadas de ambas cadenas que quedan
enfrentadas. ¥’

Los componentes del ADN (polimero) son los nucleétidos (mondmeros); cada
nucledtido esta formado por un grupo de fosfato, una desoxirribosa y una base
nitrogenada. Existen cuatro bases: dos purinicas denominadas adenina (A) y
guanina (G) y dos pirimidicas denominadas citosina (C) y timina (T). La
estructura en doble hélice del ADN, con el apareamiento de bases limitado
(adenina con timina y guanina con citosina), implica que el orden o secuencia de

bases de una de las cadenas delimita automaticamente el orden de la otra, por

eso se dice que la cadenas son complementarias.®

Figura 2. Estructura quimica de ADN
2.2.8 Evaluacion de la genotoxicidad in vitro: Método Tomasevich
Miranda!!, formulé un método para determinar el efecto genotdxico in vitro de
plantas medicinales y/o productos fitoterapéuticos frente a ADN gendémico. Es
necesario conocer ¢qué 6rgano de la planta? tallos, flores, hojas, frutos y/o
semillas son usadas para preparar los remedios caseros y obtener el extracto de
la misma, que puede ser acuoso, hidroalcohélico o con otro solvente organico; si

se va estudiar el latex, se recomienda obtenerla directamente de la planta.
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Preparar soluciones del extracto a diferentes concentraciones: 1 mg/mL, 2.5
mg/mL, 5 mg/mL, 10 mg/mL, 25 mg/mL, 50 mg/mL y 100 mg/mL; en caso del
latex preparar diluciones a concentraciones de 1%, 2.5%, 5%, 10%, 25%, 50% y
100 %. Por otro lado, obtener ADN genodmico del organismo en estudio: humano,
animal o microbiano, mediante extraccién organica o kit comercial, procurando
gue el ADN sea integro, no fragmentado; seguidamente preparar un stock de
200 pL a concentracion de 1,500 ng/pL.

Para la evaluacién de la genotoxicidad in vitro mediante la fragmentacion del
ADN, etiquetar una bateria de 10 tubos de 500 pL; depositar 14 uL de ADN del
stock en los tubos N° 1 al 7, luego agregar 6 pL de cada una de las
concentraciones del extracto o latex a los tubos correspondientes de 1 al 7; el
tubo N° 8 se usa como “blanco”, depositando 14 uL de extracto a 100 mg/mL o
latex a 100% mas 6 pL de agua bidestilada; el tubo N° 9 se usa como “control”,
colocando 14 puL de ADN mas 6 pL de agua bidestilada; el tubo N° 10 se usa
como “descarte de nucleasas”, colocando 14 uL de ADN mas 6 UL de extracto a
100 mg/mL o latex a 100%, més 6 uL de la enzima proteinasa K. Cada bateria
de tubos incubar en bafio Maria a 37°C durante una hora y de ser necesario
hasta cuatro horas. Estos productos del ensayo, ademas de un marcador de
tamafio molecular (50 pb), se someten a electroforesis a 40 voltios durante tres
horas en gel de agarosa con bromuro de etidio al 1%, luego se visualizara en
radiacién de luz ultra violeta y se tomar el registro fotografico. Estos registros
fotograficos, revelan la actividad genotoxica mediante fragmentacién del ADN de
las siete concentraciones ensayadas; el “blanco” sirve para verificar que no
exista ADN contaminante en el extracto o latex; el “control” se usa para comparar
la cantidad de ADN sin tratamiento, respecto a los siete tubos que recibieron
tratamiento; y el “descarte de nucleasas” para corroborar el efecto por accion de
los metabolitos secundarios, mas no por la actividad de nucleasas, debido a que
ellas fueron destruidas por accién de la proteinasa K en el periodo de
incubacién. El grado de fragmentacion se compara por porcentaje, llevando a
una escala numérica de cero a cuatro. El método Tomasevich, es eficaz y
eficiente para determinar genotoxicidad de las plantas medicinales mediante
fragmentacion de ADN.

2.2.9 Ensayo cometa (EC)

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

electroforesis unicelular alcalina, que se utiliza para medir y analizar rupturas en
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el ADN. Detecta diferencias intracelulares y dafio en los procesos de reparacion
de virtualmente todas las células. La capacidad de migracién del ADN depende
de la cantidad de rompimientos producidos por el agente en cuestion de esta
manera cada célula 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.3®

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.3

2.2.9.1 Ventajas del Ensayo Cometa

El ensayo cometa o electroforesis de una sola célula provee ciertas ventajas
ante otras pruebas que evaltan 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
s6lo pequefios numeros de células para ser llevado a cabo y virtualmente
cualquier poblacién de células eucariotas puede ser utilizada en el proceso.3! Por
medio de este ensayo es posible evaluar el dafio en células no proliferativas, lo
que 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 evallan los efectos genotdxicos 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
cromosémicas, mostrando un alto grado de valor predictivo.*

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
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consta de un proceso sencillo y de rapida ejecucién, por lo que es posible la
obtencién de resultados el mismo dia en que se ha tomado la muestra y se ha
realizado el protocolo. 4

2.2.9.2 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 preparacion de los reactivos y el
numero de variables que pueden afectar un 6ptimo desarrollo, pues cualquier
alteracibn 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
estandarizacién en el analisis de las muestras y la representacion de los datos
gue se obtienen en los estudios, ya que, aunque muchos investigadores abarcan
el tema, proponen constantemente nuevas formas de valoracion, sin definir un
Gnico proceso de evaluacion que permita la comparacion entre laboratorios.*?
2.2.9.3 Aplicaciones

El ensayo cometa es una de las técnicas mas empleadas en la actualidad dentro
del &rea de la genética toxicolégica. 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
acudticos usando como modelo biolégico distintas especies de peces. Asi mismo
en el area clinica, se han adelantado estudios de Farmacovigilancia de distintas
drogas de genotoxicidad de productos quimicos de los que hacen parte incluso
el empleo de determinados tipos de resina en la salud oral; * y estudios sobre

mutagenos de linea germinal.*®
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ll. MATERIALES Y METODOS
3.1 Lugar de ejecucion
El presente trabajo de investigacion se llevo a cabo en el laboratorio de
Farmacognosia de la Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica de la
Facultad de Ciencias de la Salud, y el Centro de Investigacion en Biologia
Molecular y Bioinformética de la Facultad de Ciencias Biologicas de la
Universidad Nacional de San Cristbbal de Huamanga.
3.2 Poblacién y muestra
3.2.1 Poblacién
Sonchus asper (L.) Hill. “gasa isqana”, que crece en los diferentes lugares de la
Ciudad Universitaria de la UNSCH, distrito de Ayacucho, provincia de
Huamanga, region Ayacucho.
3.2.2 Muestra
Especimenes de Sonchus asper (L.) Hill. “gasa isqana”.
3.2.3 Muestreo
Muestreo aleatorio simple de Sonchus asper (L.) Hill. “gasa isqana”, para la
obtencidn directa del latex, en la Ciudad Universitaria de la UNSCH.?*
3.3 Unidad experimental
ADN gendmico de Staphylococcus aureus a concentracion de 1500ng/uL por
cada ensayo.
3.4 Metodologia y recoleccion de datos
3.4.1 Recoleccion de la muestra
Las muestras fueron recolectadas en la Ciudad Universitaria de la UNSCH,
provincia de Huamanga de la regiébn Ayacucho, luego se transporté al
Laboratorio de Farmacognosia, y al Centro de Investigacion en Biologia

Molecular y Bioinformatica, para el correspondiente estudio.
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3.4.2 Obtencion del latex de Sonchus asper (L.) Hill. “qasa isqana”.

El latex de Sonchus asper (L.) Hill “gasa isgana” se obtuvo realizando un corte

en la parte basal de la planta, luego con la ayuda de una micropipeta de 10uL se

recolecté en los tubos de eppendorf estériles de 200uL e inmediatamente se
llevé la muestra al laboratorio, para el respectivo estudio.

3.4.3 Tamizaje fitoquimico del latex de Sonchus asper (L.) Hill. “gasa

isqana”.

Se realiz6 una marcha fitoquimica cualitativa a los latex obtenidos de Sonchus

asper (L.) Hill. “gasa isgana”, para determinar la presencia de los diferentes

metabolitos secundarios, que se fundamentan en los cambios estructurales
ocasionados en los metabolitos presentes, como aparicion o desaparicion de
una coloracion, formacion o dilucion de un precipitado o desprendimiento de gas.

Las reacciones de identificacion, se realizaran siguiendo la metodologia

propuesta por Lock y Miranda.*

3.4.4 Cultivo de Staphylococcus aureus y extraccion de ADN genémico

Se realiz6 la reactivacion y cultivo de la cepa de Staphylococcus aureus, en

caldo Mueller Hinton y luego en Agar Mueller Hinton, con la finalidad de obtener

una masa celular bacteriana y extraer el ADN genomico con el siguiente
protocolo:

1. Se coloc6 400uL de buffer TE 1X a un tubo eppendorf de 2mL y en ella se
transfiri6 con un asa de kolle aproximadamente 100mg de masa celular del
cultivo joven de Staphylococcus aureus, luego se procedi6 a la inactivacion de
las bacterias a 85°C por 25 minutos.

2. Se afiadié 60uL de Lisozima (10mg/mL) y se incubo a 37°C por 2 horas en
bafio Maria.

3. Luego se afadié SDS/proteinasa K (75uL SDS 10% + 5uL PK 10mg/mL) y se
incub6 a 65°C por 15 minutos.

4. Se aument6 100uL NaCl 5M mas 5uL de CTAB (N-cetil-N,N,N-Trimetil
bromuro de amonio) y se encubo a 65°C por 15 minutos.

5. Se agreg6 750uL de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1), se homogenizo
agitando suavemente con la mano durante cinco minutos y se centrifugo a
14000rpm por 15 minutos.

6. Luego de la formacion de dos capas en el tubo eppendorf, se trasvaso

cuidadosamente el sobrenadante a otro tubo eppendorf.
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7. Se agreg6 600pL isopropanol helado al 100%, luego se llevé a incubacién a —
20°C por una noche.

8. Se centrifugd a 14 000rpm por 15 minutos y se descart6 el sobrenadante.

9. Se afadio 1 mL de etanol al 70%, se centrifugo a 14 000rpm por 10 min.

10. Se descart6 el sobrenadante y se rehidrato el sedimento con 50uL de agua
bidestilada estéril.

11. Se agreg6 1pL ARNasa de 20mg/pL y se incubo a 37°C durante 1 hora.

12. Luego se guardo a — 20°C hasta su posterior analisis.

3.4.5 Ensayos de la genotoxicidad in vitro:

Se desarrollé siguiendo el “método Tomasevich” propuesto por Mirandal!; con

las siguientes fases:

3.4.5.1 Fase de cuantificacién y preparacion de stock de ADN gendémico

obtenido para el ensayo

El ADN gendémico obtenido de Staphylococcus aureus, sera cuantifico por

espectrofotometria UV marca Eppendorf BioPhotometer plus; luego se preparé

un stock a concentracion de 1500ng/pL en volumen final de 200uL, para cada

ensayo en la investigacion.

3.4.5.2 Fase de ensayo de genotoxicidad in vitro del latex de Sonchus

asper (L.) Hill. “gasa isqana”, sobre el ADN gendémico de Staphylococcus

aureus.

Se prepar6 las soluciones del latex obtenido de Sonchus asper (L.) Hill “qasa

isgana”, a concentraciones de 1%, 2.5%,5%,10%,25%,50% y 100% del latex de

la planta, utilizando agua bidestilada estéril.

Asi mismo, se usé como “blanco” el latex al 100%, como “control” 14uL de ADN

més 6L agua estéril y como “descarte de nucleasas”, un tubo con 14uL de ADN

mas 6L de latex a 100% mas 6L de proteinasa K.

Se acondiciono las mezclas para ensayo de genotoxicidad in vitro, de acuerdo al

detalle siguiente:
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TABLA 1.

Preparacién de las mezclas para ensayo de genotoxicidad in vitro del latex obtenido de

Sonchus asper (L.) Hill “gasa isqana”, frente al ADN gendmico de Staphylococcus

aureus.

N°de tubo

Stock de
ADN

(1500 ng/uL)
Volumen en
pL
Latex (%)
(uL)
Proteinasa K
Agua
bidestilada
esteril
Volumen
total (pL)
Incubacion
en bafio

Maria a 37 °C

1

14

2.5
15

4.5

20

14

w W o

14

20

14

25
1.5

4.5

20

14

50

14

100

8
Blanco

100
20

20

1 hora

9
Control
14

20

3.4.6 Fase de electroforesis para la deteccidén de genotoxicidad
3.4.6.1 Procedimiento
e Se preparé el gel de agarosa a 1% y se dispuso en una camara de

electroforesis Biometra.

10
PK
14

100

26

e Para el volumen de carga en los pocillos del gel de agarosa, se utilizo las

cantidades descritas en la siguiente tabla:
TABLA 2.

Preparacién 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 latex obtenido de Sonchus asper (L.) Hill “gasa isqana”. Ayacucho 2018.

N° de carril del

gel

mg/mL

Muestra

(ML)
H204d (L)
Loading (uL)
Volumen total

(KL)

1

Marcador
molecular

4

NPk N

(A=Y

10

2.5

10

8

1
1

4 5 6
5 10 25
8 8 8
1 1 1
1 1 1
10 10 10
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7 8

50 100 Blanco Control

8 8

1 1

1 1
10 10

9

10 11
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Se instal6 la camara de electroforesis a la fuente de poder y se programé el
corrido a 30 voltios (V) durante tres horas.*

3.4.7 Fase de radiaciéon UV para la visualizacion de genotoxicidad

Luego del tiempo de corrido electroforético, se sumergié en el gel de agarosa en
una solucién de bromuro de etidio al 1% durante diez minutos aproximadamente,
se enjuagé con agua corriente dos veces y para visualizar las bandas y/o
fragmentos de ADN productos de la genotoxicidad, se coloco en el gel en
radiacion de luz ultra violeta, dentro del sistema de registrador de imagenes
Biometra UVsolo TS.*

Adicionalmente se tomara 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.

3.4.8 Fase de interpretacién y clasificacibn del registro visual de
genotoxicidad

La escala de los valores numéricos correspondientes a los niveles de
fragmentacién del ADN como producto de la genotoxicidad, visualizados en el
registro fotografico, son basados en la clasificacion del “‘ensayo cometa”

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

Poma.*
TABLA 3.
Clasificacion 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 fragmentacién de ADN entre 20 a 40%
3 fragmentacion de ADN entre 40 a 95%
4 fragmentacion de ADN > 95%

Fuente: Larrea

3.5 Tipo de investigacion

Experimental.!Porque éste estudio retine los dos requisitos para lograr el control
y la validez interna: a) grupos de comparacién (manipulacién de la variable
independiente), y b) equivalencia de los grupos.*®

3.5.1 Disefio de investigacion

La investigacion que realizamos fue un disefio con posprueba Unicamente y

grupo de control, que incluye dos grupos: uno recibe el tratamiento experimental

27



y el otro no (grupo de control). Es decir, la manipulacién de la variable
independiente alcanza solo dos niveles: presencia y ausencia. Cuando concluye
la manipulacion a ambos grupos se les administra una medicion sobre la variable
dependiente en estudio.*®

TABLA 4.

Disefio de investigacion con posprueba Unicamente y grupo de control.

GRUPOS TRATAMIENTO OBSERVACION
G X (o]
G2 - (o7}

Se realizaron cuatro repeticiones de cada ensayo.

3.6 Andlisis de datos estadisticos

Los datos son agrupados y presentados en tablas, expresados en registros
fotogréficos y figuras que explican mejor los hallazgos. El dafio genotoxico se
evalué mediante el paquete estadistico SPSS, se utilizé la prueba de Kruskal-
Wallis para medir el porcentaje de fragmentacion de mas de dos muestras
independientes, es decir concentraciones del latex en estudio. El valor de
p<0,05, se consideré como el nivel estadisticamente significativo Hernandez.?’
Para lo cual se planteé la siguiente hipétesis.*®

Ho = No presenta efecto genotdxico.

H;= Presenta efecto genotéxico.
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IV. RESULTADOS

TABLA 5.
Metabolitos secundarios en el latex de Sonchus asper (L). Hill “qasa isgana”. Ayacucho
2018.
Metabollt_os Ensayos Resultados Observaciones
secundarios
Hay formacién de
Dragendorff i precipitado de color
Alcaloides anaranjado.
Mayer T+ Hay .fo_rmacic')n de
precipitado de color blanco.
Flavonoides Shinoda +++ Hay una co_IoraC|on et
color naranja.
Taninos y Cloruro Eérrico et Formac_pn de una
Fenoles coloracion negruzca.
Amllnas' . Ninhidrina ++++ Coloracion violeta
(aminoécidos)
Cardendlidos Kedde ++++ H_ay, SOIBIEEE e
violacea.

Leyenda:
++++
+++
++

: Muy abundante
: Abundante

: Regular

: Escaso
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Figura N° 3. Registro fotografico de electroforesis en gel de agarosa al 1% del
ADN gendémico de Staphylococcus aureus obtenido de siete muestras y
coloreado con bromuro de etidio. C.I.B.M.B.-UNSCH. Ayacucho 2018.

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 4: Ensayo preliminar de genotoxicidad in vitro del latex de Sonchus asper
(L). Hill “gasa isqana” a concentraciones de 10, 25, 50 y 100 %, respectivamente,
frente a ADN gendmico de Staphylococcus aureus incubado a 37°C durante una
hora. C.I1.B.M.B.-UNSCH. Ayacucho 2018.

Leyenda:

Carril N° 1: Marcador de Peso molecular

Carril N° 2: Con 10%

Carril N° 3: Con 25%

Carril N° 4: Con 50%

Carril N° 5: Con 100%

Carril N°6: Con 100% de latex (blanco)

Carril N° 7: Con 100% de ADN puro (control).

Volumen de carga: Muestra (8 pL) + loading (1 pL) + agua PCR (1 pL) = 10 pL.
Condiciones de electroforesis: 30 voltios durante 3 horas.
Coloracion de ADN: Bromuro de etidio al 1% durante 10 minutos.
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25% 50% 100% Blanco Control C/PK

Figura 5: Ensayo genotoéxico in vitro del latex de Sonchus asper (L). Hill “gasa
isqana” a concentraciones de 1, 2.5, 5, 10, 25, 50 y 100 %, respectivamente,
frente a ADN gendmico de Staphylococcus aureus incubado a 37°C durante una
hora. C.I.B.M.B.-UNSCH. Ayacucho 2018.

Leyenda:

Carril N° 1: Marcador de peso molecular

CarrilN° 2: Con 1 %

Carril N° 3: Con 2.5 %

Carril N° 4: Con 5 %

Carril N° 5: Con 10 %

Carril N° 6: Con 25 %

Carril N° 7: Con 50 %

Carril N° 8: Con 100 %

Carril N° 9: Con 100 % de latex (blanco).

Carril N° 10: Con 100% de ADN puro (control).

Carril N° 11: Con 100 % de latex + proteinasa K
Volumen de carga: Muestra (8 pL) + loading (1 pL) + agua PCR (1 pL) = 10 pL.
Condiciones de electroforesis: 30 voltios durante 3 horas.

Coloracién de ADN: Bromuro de etidio al 1% durante 10 minutos.
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Figura 6: Reproducibilidad del ensayo genotoxico in vitro del latex de Sonchus
asper (L). Hill “gasa isqana” a concentraciones de 1, 2.5, 5, 10, 25, 50 y 100 %,
respectivamente, frente a ADN gendmico de Staphylococcus aureus incubado a
37°C durante una hora. C.I.B.M.B.-UNSCH. Ayacucho 2018.

Leyenda:

Carril N° 1: Marcador de peso molecular

CarrilN° 2: Con 1 %

Carril N° 3: Con 2.5 %

Carril N° 4: Con 5 %

Carril N°5: Con 10 %

Carril N° 6: Con 25 %

Carril N° 7: Con 50 %

Carril N° 8: Con 100 %

Carril N° 9: Con 100 % de latex (blanco).

Carril N° 10: Con 100% de ADN puro (control).

Carril N° 11: Con 100 % de latex + proteinasa K

Volumen de carga: Muestra (8 pL) + loading (1 pL) + agua PCR (1 pL) = 10 pL.
Condiciones de electroforesis: 30 voltios durante 3 horas.
Coloracion de ADN: Bromuro de etidio al 1% durante 10 minutos.
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TABLA 6
Valores numéricos del ensayo genotdxico in vitro del latex de Sonchus asper (L). Hill
“gasa isqana” a concentraciones de 1, 2.5, 5, 10, 25, 50 y 100 %, respectivamente, frente

a ADN gendmico de Staphylococcus aureus incubado a 37°C durante una hora.
C.I.B.M.B.-UNSCH. Ayacucho 2018.

Sonchus asper (L). Hill “gasa isgana”
Condiciones de la

incubacion Latex.
. Concentracion en %.
Temperatura | Tiempo
(o]
© Hora 1 | 25 | 5 | 10 | 25 | 50 | 100

4 4 4 4 4 4 4
4 4 4 4 4 4 4

& 1 4 4 4 4 4 4 4
4 4 4 4 4 4 4
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V. DISCUSION
El presente trabajo de investigacion conduce a interpretar los resultados de los
diferentes ensayos, con el propésito determinar el efecto genotdxico “in vitro” del
del latex de Sonchus asper (L). Hill “gasa isqana”.
La tabla 5, es el resultado de la identificacion fitoquimica de los metabolitos
secundarios en el del latex de Sonchus asper (L). Hill “gasa isqana”, reportando
la presencia de aminas (amino&cidos) y cardendlidos en cantidad muy
abundante; alcaloides, flavonoides, taninos y fenoles en cantidad abundante.
Florence y Col*?, reportaron los resultados del estudio fitoquimico de los
extractos con acetona, metanol y agua de las hojas de Sonchus asper y
Sonchus oleraceus: El andlisis mostré que las plantas contenian un porcentaje
apreciable de humedad, ceniza, proteina cruda, lipido crudo, fibra cruda e
hidratos de carbono. También son ricas en flavonoides, flavonoles,
proantocianidinas, fenoles totales y bajos niveles de saponinas, fitato y
alcaloides.
Rahmat A. y Col*® también estudiaron Sonchus asper usado tradicionalmente
como medicina popular para tratar trastornos mentales en Pakistan. Su estudio
demostro el efecto de la fraccion metandlica rica en polifenolicos de Sonchus
asper sobre el rendimiento cognitivo, las actividades antioxidantes del cerebro y
la actividad de la acetilcolinesterasa en ratas macho.
Nuestros resultados, son similares a los reportados por Montes y col'’ en el
tamizaje fitoquimico del latex de Taraxacum officinale “diente de le6n” en la que
identificaron la presencia de fenoles y taninos en cantidad abundante y
alcaloides en cantidad leve. Asi mismo, Montes y col*® reporta el tamizaje
fitoquimico del latex de Argemone mexicana L. “cardo santo”, identificando la
presencia de alcaloides, fenoles y taninos en cantidad abundante, y lactonas y/o

cumarinas en cantidad leve.
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Son estos metabolitos secundarios presentes en el latex de las diferentes
especies estudiadas, las que estén ejerciendo el efecto genotoxico sobre el ADN
gendémico del microorganismo estudiado.

La figura 3, es el registro fotografico de la electroforesis en gel de agarosa al 1%,
mostrando los ADN gendmicos obtenidos de siete cultivos de Staphylococcus
aureus, la fluorescencia del bromuro de etidio nos revela la concentracion y la
nitidez de las bandas, que muestran la integridad del ADN genémico, es decir no
estd fragmentado; quedando aptas para la realizacion de los ensayos de
genotoxicidad “in vitro”.

La fotografia de la figura 4, corresponde al primer ensayo genotdxico in vitro del
latex de Sonchus asper (L). Hill “gasa isqana”, frente a ADN gendémico de
Staphylococcus aureus., incubado a 37°C durante una hora, observandose que
a concentraciones de 10, 25, 50 y 100% (carriles 2, 3, 4, y 5, respectivamente),
el ADN ha sido fragmentado en su totalidad, contrastando con el ADN del carril 7
que funciona como “control” y también comparado con el carril 1, que
corresponde al marcador de tamafio molecular. El carril 6 corresponde al
“blanco” no se observa ninguna banda, para revelarnos que en el extracto puro,
no hay presencia de ADN. Estos resultados, que revelan una potente actividad
genotodxica del latex en estudio, nos conduce a formular otros ensayos con el
latex a menores concentraciones

La figura 5, corresponde a la fotografia del ensayo genotéxico in vitro del latex
de Sonchus asper (L). Hill “gasa isqana”, frente a ADN gendémico de
Staphylococcus aureus., incubado a 37°C durante una hora, a concentraciones
de 1, 2.5, 5, 10, 25, 50 y 100% de latex (en los carriles 2, 3, 4, 5,6, 7y 8
respectivamente), observandose la ausencia de bandas de ADN, comparando
con la refringencia del ADN “control” del carril 10; el carril 11 corresponde al
tratamiento del latex con proteinasa K, para confirmar el efecto genotoxico frente
al ADN, visualizandose la degradacion total del ADN; todos los carriles,
igualmente, pueden ser comparados con las bandas del marcador de tamafio
molecular que ha corrido en el carril 1. En el carril 9 no hay banda, indicando que
en el latex puro, no hay presencia de ADN.

Los resultados anteriores, son ratificados en la figura 6, que corresponde a la
fotografia del ensayo genotoxico in vitro del latex de Sonchus asper (L). Hill
“‘gasa isgana”, frente a ADN gendmico de Staphylococcus aureus., incubado a
37°C durante una hora, a concentraciones de 1, 2.5, 5, 10, 25, 50 y 100% de
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latex (en los carriles 2, 3, 4, 5, 6, 7 y 8 respectivamente), observandose la
ausencia de bandas de ADN, comparando con la refringencia del ADN “control”
del carril 10; el carril 11 corresponde al tratamiento del latex con proteinasa K,
para confirmar el efecto genotoxico frente al ADN, visualizandose la degradacion
total del ADN; todos los carriles, igualmente, pueden ser comparados con las
bandas del marcador de tamafio molecular que ha corrido en el carril 1. En el
carril 9 no hay banda, indicando que en el latex puro, no hay presencia de ADN.
La tabla 6, reporta los valores numéricos del ensayo genotoxico in vitro del latex
de Sonchus asper (L). Hill “gasa isqana” a concentraciones de 1, 2.5, 5, 10, 25,
50 y 100 %, respectivamente, frente a ADN gendmico de Staphylococcus aureus
incubado a 37°C durante una hora; en todos los casos se asigna la clase 4,
tomando como referencia lo expresado en la tabla 3 de la clasificacién de los
niveles de fragmentacion del ADN por registro visual, porque la fragmentacion de
ADN gendmico de Staphylococcus aureus fue mayor al 95%. Por lo tanto
tomando estos datos no se pudo realizar el analisis estadistico con la prueba de
Kruskal — Wallis, porque no permiten realizar pruebas estadisticas de analisis de
varianza, todos tienen el mismo resultado, no existe variabilidad a razén de la
concentracion del latex en el efecto genotoxico frente al ADN gendmico de
Staphylococcus aureus. A partir de la concentracion de 1.0% de latex, ha
fragmentado mas del 95% del ADN, asi se incremente la concentracion del latex,
el resultado serd el mismo. Se sugiere realizar ensayos a concentraciones
menores de 1.0%.Si se podria estudiar el efecto genotoxico con las mismas
concentraciones, a razon del tiempo para que ocurra la fragmentacién total del
ADN; podria ser que a menor concentracion demore mas tiempo que cuando se
trata con mayor concentracion.

Florence y Col*?, reportaron que los extractos de Sonchus asper y Sonchus
oleraceus, presentan fuertes propiedades antioxidantes; asi mismo, los
extractos con acetona y metandélico de Sonchus asper, presentaron actividad
antibacteriana frente a Bacillus cereus, Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus aureus, Micrococcus kristinae, Streptococcus pyrogens,
Escherichia coli, Salmonella pooni, Serratia marcescens, Pseudomonas
aeruginosa y Klebsiella pneumonae.

Por otro lado, Rahmat A. y Col.'®* demostraron que Sonchus asper posee
propiedades evidentes efectos hepatoprotectores, y Muhammad R. y Col®

realizaron estudios de efectos protectores del extracto de metanol de Sonchus
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asper contra el dafio oxidativo inducido por KBrOs en tejidos cardiacos de rata,
se determinaron en este estudio que el mismo tratamiento revirtié respuestas de
forma dependiente de la dosis, parece probable que el extracto de metanol de
Sonchus asper pueda proteger los tejidos cardiacos contra el dafio oxidativo
mediado por KBrOs.

Nuestros resultados revelan que, el latex de Sonchus asper (L). Hill “gasa
isgana”, presenta una potente actividad genotoxica “in vitro”, sumandose una
propiedad fitoterapeutica mas de ésta planta de uso medicinal, cuyo efecto
atribuimos a la actividad realizada por los metabolitos secundarios presentes en
el latex de ésta planta; los mismos que son similares a las plantas cercanas
filogenéticamente, reportados por Montes y Col*’, estudi6 el efecto genotdxico in
vitro del latex de Taraxacum officinale “diente de ledn” frente a ADN gendmico
humano, el latex a concentraciones de 10% y 25%, han fragmentado entre 40%
a 95% del ADN, mientras que el latex a 50% y 100 % han fragmentado
totalmente al ADN gendmico humano. La prueba de Kruskal Wallis (p=0,027),
permitié determinar que si existe diferencia en la actividad genotdxica del latex,
segun su concentracion. Concluyeron que el latex de Taraxacum officinale
“‘diente de ledn”, presenta un efecto genotdxico importante frente a ADN
genémico humano. Asi mismo, Montes y col*® realizé un estudio para determinar
la genotoxicidad in vitro del latex de una planta medicinal de uso dérmico
Argemone mexicana L. “cardo santo” frente a ADN genémico humano, el latex a
concentraciones de 10%, 25%, 50% y 100 %, fragmentaron totalmente al ADN
gendmico humano; no existe diferencia en la actividad genotoxica del latex,
segun su concentracién. Concluyeron que el latex de Argemone mexicana L.
“cardo santo”, presenta un efecto altamente genotdxico frente a ADN gendmico
humano.

Por otro lado, Moreno y Col*® estudiaron el efecto genotdxico in vitro de una
planta medicinal antiverrucoso Euphorbia peplus L. “leche leche” frente a ADN
gendmico humano, los resultados de los corridos electroforético revelaron que el
latex a concentraciones de 5%, 10%, 25%, 50% y 100 %, han fragmentado
totalmente al ADN gendémico humano. Los tiempos de incubacién segin Mann-
Whitney (p=0,539) no influye en la genotoxicidad del latex de “leche leche”, pero
si la concentracion del latex, Kruskal-Wallis (p=0,000). Concluyeron que el latex
de Euphorbia peplus L. “leche leche” presenta un efecto altamente genotdxico

frente a ADN gendmico humano.
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Moreno y Col?° reportan un estudio de evaluacién de la genotoxicidad in vitro de
latex fresco y cristalizado de Carica papaya L. “papaya”, frente a ADN gendmico
humano; los corridos electroforéticos, revelan que las siete concentraciones
ensayadas de 1% al 100% de latex fresco, fragmentaron totalmente al ADN
gendmico humano; mientras que las concentraciones de 10%, 25% y 50% de
latex cristalizado, han fragmentado entre 20% al 40% del ADN y a concentraciéon
de 100% de latex cristalizado degradado entre el 40% al 95% del ADN gendmico
humano, demostrando que la genotoxicidad del latex cristalizado si depende de
su concentracion. El tubo que contenia latex fresco al 100%, proteinasa K vy
ADN, también muestra fragmentacion total del ADN, corroborando que este
efecto fue por accién de los metabolitos secundarios, mas no por la actividad de
nucleasas que podrian estar presentes en el latex, debido a que ellas fueron
destruidas por accion de la proteinasa K en el periodo de incubacion.
Concluyeron que el latex fresco de Carica papaya L. “papaya” presentan una
potente actividad genotéxica frente a ADN gendmico humano, mientras que la de
latex cristalizado, depende de su concentracion.

Por tanto, estos efectos genotoxicos pueden obedecer a la presencia de una
mixtura de metabolitos secundarios presentes en el latex de las plantas
medicinales, especificamente en Sonchus asper (L). Hill “gasa isgana”, se
encontraron aminas (aminoacidos) y cardendlidos en cantidad muy abundante, y
alcaloides, flavonoides, taninos y fenoles, en cantidad abundante. Asi mismo,
gueda descartada la posibilidad que la actividad genotoxica fuera por efecto de
las nucleasas; porque al ser tratado el latex con la enzima proteinasa K, las
nucleasas fueron destruidas por accién de la proteinasa K en el periodo de

incubacién de los ensayos realizados.
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VI. CONCLUSIONES

o El latex de Sonchus asper (L). Hill “gasa isqana” presenta efecto genotdxico
in vitro sobre el ADN gendémico de Staphylococcus aureus.

e Los metabolitos secundarios identificados en latex de Sonchus asper (L). Hill
‘qasa isqana”, fueron aminas (aminoéacidos) y cardendlidos en cantidad muy
abundante; y, alcaloides, flavonoides, taninos y fenoles, en cantidad
abundante.

e El latex de Sonchus asper (L). Hill “gasa isqana” a concentraciones de 1, 2.5,
5, 10, 25, 50, 100%, respectivamente, presentd un potente efecto genotdxico

frente al ADN gendmico de Staphylococcus aureus.
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VIl. 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 de Sonchus asper (L). Hill “qasa
isqana” con latex y extractos con otros solventes orgénicos, asi como con

extractos fraccionados y otras técnicas.
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Anexo 1. Clasificacion taxonémica de Sonchus asper (L.) Hill.“‘qasa isqana”
Ayacucho 2017.

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

CERTIFICA

Que, la Bach en Farmacia y Bioguimica, Srta. Roxana, HUAMAN DE LA CRUZ,
ha solicitado la identificacion de una muestra vegetal para trabajo de tesis

Dicha muestra ha sido estudiada y determinada segun el Sistema de Clasificaciéon
de Cronquist, A. 1988 vy es como sigue

DIVISION MAGNOLIOPHYTA
CLASE MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE ASTERIDAE

ORDEN ASTERALES

FAMILIA ASTERACEAE
GENERO Sonchus

ESPECIE Sonchus asper (L.) Hill.
NV ‘gasa isqana’

Se expide la certificacion correspondiente a solicitud de |a interesada para
los fines que estime conveniente

Ayacucho, 21 de junio del 2017
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Anexo 2. Descripcién botanica de Sonchus asper (L.) Hill. “gasa isgana”

.Ayacucho 2017.

DESCRIPCION BOTANICA DE_QASA ISQANA

Nombre cientifico Sonchus asper (L.) Hill,
Nombre vulgar ‘qasa isqana’
Familia Asteraceae

CARACTERISTICAS:

Es$ una planta herbacea anual. con abundante latex de color blanco lechoso, las
hojas son simples. sésiles, con ldbulos irregulares, de bordes dentados, glabras,
de disposicion alterna, siendo las hojas basales mas grandes y con las vainas que
abrazan al tallo (hojas envainadoras)

Las inflorescencias se presentan formando numerosas cabezuelas 6 capitulos;
rodeadas por un involucro formado por varias hileras de bracteas verdosas. las
flores son pequenas de color amarillo tenue o blanquecino, heteroclamideas,
pentameras y bisexuales, Caliz modificado en vilano formado por un penacho de
pelos finos y blanquecinos; corola ligulada formado por 5 pétalos soldados en la
base formando un tubo y se prolongan en una sola pieza a manera de una
lengueta, S estambres sinandro o sinanterio con los filamentos libres y anteras
soldadas, ovario Infero bicarpelar, unilocular y uniseminado. Fruto seco
indehiscente del tipo aquenio provisto por un penacho de pelos blanquecinos
(vilano), que le sirve como medic de dispersion por el viento

HABITAT Y DISTRIBUCION;

Es una especie originaria de Europa, crece en forma silvestre en costa, slerra y
selva como maleza en los cultivos, terrenos abandonados huertos y jardines,
generaimente en zonas humedas. Se encuentra en todas las estaciones del ano.
de preferencia en época lluyiosa donde florece y fructifica Se propaga mediante
semillas

Usos:
En medicina popular se usa la planta en infusidon 6 como extracto para colicos

hepaticos y renales, como depurativo de la sangre, como antiespasmaodico y
otros; También se utiliza como alimento, consumiendo las hojas como hontalizas

Ayacucho, 21 de Junio del 2017
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Anexo 3. Clasificacién taxon6mica de Staphylococcus aureus

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN CRISTOBAL DE HUAMANGA
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
CENTRO DE INVESTIGACION EN BIOLOGIA MOLECULAR Y

BIOINFORMATICA
—

EL QUE SUCRIBE:

RESPONSABLE DEL CENTRO DE INVESTIGACION EN BIOLOGIA
MOLECULAR Y BIOINFORMATICA DE LA FACULTAD DE CIENCIAS
BIOLOGICAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN CRISTOBAL DE
HUAMANGA,

DA CONSTANCIA:

Que, la sefiorita Roxana HUAMAN DE LA CRUZ, egresada de la Escuela Profesional
de Farmacia y Bioquimica de ia Facuitad de Ciencias de ia Saiud de ésta Casa Superior
de Estudios, ha solicitado la dacion de una cepa bacteriana, para efectos de realizar su
trabajo de tesis.

Tomada la muestra del cepario de éste Centro de Investigacion y realizado las prucbas
bioquimicas, se ratifica en la identificacion, que corresponde a la siguiente
determinacion taxonomica segiin Rosenbach (1984):

TAXONOMIA DE Staphylococcus aureus

Dominio Bacleria

Filo Firmicutes

Clase Bacilli

Orden Bacillales

Familia Staphylococcacae
Género Staphylococcus
Especie Staphylococcus aureus.
Nombre comun “estaphylococos”

Se expide la certificacion correspondiente a solicitud de la interesada para los fines
pertinentes.

Ayacucho, 15 de marzo de 2018.

GNIVERSIDAD NACIONAL DE SAD
CRISTOBAL QE HUAMANGA
,‘/

Av. Independencia S/N Ayacucho Pert, Ciudad Universitaria UNSCH, Pabellon de Facultad de Ciencias Biologicas
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Anexo 4. Diagrama para la obtencién del latex de Sonchus asper (L.) Hill.“gasa

isqana”. Ayacucho 2018.

Latex de Sonchus asper (L) Hill.“qasa
isqana”

Recolecciéon de la muestra

Identificacién taxonémica Cortar la planta a nivel del tallo
verde

Extraer el latex con una
micropipeta y poner
directamente al tubo eppendorf
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Anexo 5: Recoleccion y obtencion del latex del Sonchus asper (L.) Hill. “gasa

isqana”. Ayacucho 2018.

55



Anexo 6: Metabolitos secundarios encontrados en el latex del Sonchus asper (L.)

Hill.“gasa isgana”. Ayacucho 2018.

Muestra + Rvo Muestra +Rvo
Mayer (Resultado Kedde (Resultado
positivo positivo)

Muestra +Rvo
Shinoda (Resultado
positivo)

Muestra +Rvo
Draguendorf
(Resultado positivo)

Muestra +Rvo fecls
(Resultado positivo)

Muestra +Rvo
Ninhidrina(Resultado
positivo)
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Anexo 7: proceso de cultivo de Staphylococcus aureus Ayacucho 2018

Preparacion del caldo Mueller
Hinton para reactivacion de la
cepa bacteriana y llevar al
autoclave.

Preparacion del Agar
Mueller Hinton para el
cultivo de la cepa bacteriana
y llevar a la autoclave.

Cultivar la cepa bacteriana en placas

petri, luego llevara la estufa a 37°C
Poner en tubos de ensayo por 24 horas.

esterilizado llevar a la

estufa a 37°C por 24 horas.

Cepa bacteriana de
Staphylococcus aureus
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Anexo 8: Proceso de extraccion de ADN genémico de Staphylococcus aureus
Ayacucho 2018.

= EER
Exlat = mam

-
EERED | EnfEd
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Anexo 9: Proceso de preparacion a diferentes concentraciones el latex de
Sonchus asper (L). Hill “qasa isqana”. Ayacucho 2018

Extraccion directa del latex de la
planta en un tubo eppendorf

| Proceso de dilucion con HxO(q

Genotoxicidad in vitro del latex de Sonchus asper (L). Hill
““gasa isgana’ frente a ADN de Staphylococcus aureus.

Latex de
Sonchus asper (L). Hill ““gasa isgana”™

a diferentes concentraciones

1 %S 2.5 % 5 % 10 %6 2S % SO % 100 2%

- ~
> >
ADN gendmico Staphylococcus aqureus.

1S00 ng/ptl
——

Concentraciones del latex de Sonchus
asper (L). Hill “gasa isqana”

59



Anexo 10: Proceso para la determinacion del efecto genotdxico del latex de
Sonchus asper (L). Hill “qasa isqana” frente a ADN gendmico de Staphylococcus

aureus. Ayacucho 2018.
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ANEXO 11: Diagrama de flujo de electroforesis.

Cassette de gel

Anode
buffer

negativo

tanque

Anode [+) = |

Camara |
%o KD
electrodo muestra

Cathode
buffer

Cathode ()

Micropipeta

Fuente de
alimentacioén

Bandas de
ADN
separadas
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TITULO: Genotoxicidad in vitro del latex de Sonchus asper (L). Hill “qasa isqana” frente a ADN de Staphylococcus aureus. Ayacucho,

2017.

PERSONAL INVESTIGADOR: Roxana HUAMAN DE LA CRUZ

Anexo 12: Matriz de consistencia

PROBLEMA OBJETIVO HIPOTESIS MARCO TEORICO VARIABLES METODOLOGIA
GENERAL Aspectos Botanicos Tipo de investigacion :
¢ Tendra efecto | Determinar la | El latex de | Sonchus asper (L).|Variable Independiente: | Basica — experimental.
genotéxico  in | genotoxicidad in vitro del | Sonchus  asper | Hill “gasa isqana” Concentracién del latex de | Disefio Experimental:
vitro el latex de | latex de Sonchus asper |(L). Hill “gasa|Pruebas de §onch_us asper (L). Hill| El experimento se realizara bajo
Sonchus asper | (L). Hill “gasa isqana”. isqana” presenta | Genotoxicidad gasa |sqa'na la guia del mp;ielo n wtrp para
o . _ _ . |Indicador: estudiar la actividad genotoxica.
(L). H,!" gasa | ESPECIFICOS: efecto Se pueden definir | concentracion en | Poblacién: Sonchus asper (L.)
isqana” frente a | e Identificar los genotoxico en un | como pruebas in Vitro | porcentaje (%) del latex. Hill. “gasa isqana”, que crece en
ADN de| metabolitos ensayo in Vitro|e in vivo, disefiadas los diferentes pisos ecoldgicos

Staphylococcus
aureus?

secundarios presentes
en el latex de Sonchus

asper (L). Hill “gasa
isqana”.
e Evaluar la

genotoxicidad in vitro
del latex de Sonchus
asper (L). Hill “gasa
isqana”.

frente a ADN de
Staphylococcus
aureus.

detectar
que

para
compuestos
induzcan dafio
genético, directa o
indirectamente,  por
diversos mecanismos.

Variables Dependientes:
Efecto genotdxico frente a
ADN de Staphylococcus

aureus.
Indicador:

Grado de fragmentacion
del Acido
desoxirribonucleico (ADN)
gendmico de

Staphylococcus aureus.

de la provincia de Huamanga.

Muestra: Muestreo aleatorio
simple de Sonchus asper (L.)
Hill. “gasa isgana”, para la

obtencién directa del latex, en la
ciudad de Huamanga.

Unidad experimental:
ADN gendmico de
Staphylococcus aureus a

concentraciéon de 1500 ng/ pL
por cada ensayo.

Analisis estadistico
paquete  estadistico
Pruebas de Kruskal-Wallis.

SPSS,
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