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RESUMEN

El trabajo de investigacion tuvo como objetivo determinar el efecto genotéxico in
vitro de los extractos hidroalcohdlico de hojas y tallos de Artemisia absinthium L.
“ajenjo”, frente a ADN gendmico humano y de Escherichia coli e identificar los
metabolitos secundarios presentes. Se desarrollé durante los meses de febrero a
setiembre de 2019 en el laboratorio del Centro de Investigacion en Biologia
Molecular y Bioinformética de la Facultad de Ciencias Biologicas de la
Universidad Nacional de San Cristbbal de Huamanga. Los extractos
hidroalcohdlico de hojas y tallos se obtuvo por maceracién en etanol: agua (3:1),
se realizé una marcha fitoquimica; el efecto genotoxico in vitro fue determinado
con el “Método Tomasevich”, mediante electroforesis en gel de agarosa. Los
metabolitos secundarios identificados en el extracto hidroalcohdlico de Artemisia
absinthium L. “ajenjo” fueron: fenoles y/o taninos, flavonoides y aminoacidos
libres en concentraciones abundantes (++++); seguido de alcaloides Yy
catequinas en regular concentracion (+++); y azlcares reductores también en
regular concentracion, pero solo en tallos. La genotoxicidad demostré que: con
extracto de hojas a 300, 400 y 500 mg/mL la fragmentacion fue mayor al 95% del
ADN gendémico humano; mientras que, con el extracto de tallos fue desde 200
mg/mL; asi mismo, con extracto de hojas a 25, 50, 100, 200, 300, 400 y 500
mg/mL la fragmentacién fue mayor al 95% del ADN gendémico bacteriano;
mientras que, con el extracto de tallos fue desde 10 mg/mL. Se concluye que los
extractos hidroalcohdlico de hojas y tallos de Artemisia absinthium L. “ajenjo”,
tiene un efecto genotéxico in vitro de frente a ADN gendmico humano y de
Escherichia coli.

Palabras clave: Genotoxicidad, Artemisia absinthium L.
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l. INTRODUCCION

En el mundo, existe una gran variedad de especies de plantas, en las cuales
existen gran cantidad de sustancias que aun no han sido estudiadas, solamente
se han realizado estudios en un 10% de las plantas, que han sido estudiadas El
mundo botanico es un gran receptaculo de extractas, gran parte de ellas de
manera minusiosa’.

La humanidad ha recurrido frecuentemente a través de su existencia, al uso de
las plantas medicinales, para enfrentar diversas afecciones a su salud; en tal
sentido, Artemisia absinthium L. “ajenjo”, planta originaria de Europa, en donde
en el Perl la encontramos distribuida en las tres regiones como es la sierra,
selva y la costa, donde las comunidades lo vienen usando como un tratamiento
natural y de manera tradicional en la cura de afecciones gastricas (malestar
estomacal, dolor abdominal, gastritis diarrea, disenteria, gases, contra parasitos,
indigestién); de la misma manera el uso del aceite esencial del “ajenjo” tiene
actividad antibacteriana, espasmolitico, antifungica, carminativa. El uso de esta
planta estd indicada para tratar principalmente en personas que padezcan de
falta de apetito, anorexia, discinesias hepatobiliares dispepsias hiposecretoras,
flatulencia y espasmos gastrointestinales®.

En el Perq, las plantas medicinales se aprovechan desde hace siglos. Durante
muchos afios los investigadores han estudiado las propiedades de diversas
especies vegetales y han descubierto diversas posibilidades, uno de ellos se
concentra en sus propiedades medicinales®.

Ademas podemos seguir afirmando que desde tiempos muy remotos el hombre
ha utilizado las plantas para tratar todo tipo de afecciones, desde que el hombre
habité la tierra. A inicios del siglo XIX, incluso antes, es decir, en la época
prehistérica, en ensayos realizado de ensayo y error, se utilizé los componentes

que se encuentra en la naturaleza y estos componentes ayudan a curar



enfermedades y al de los animales, y de la misma manera ayuda a mejorar el
estado de &nimo. Estos conocimientos meédicos fueron puestos en practica y con
el pasar del tiempo se fue perfeccionando y pasando de generacién en
generacion, por ello lo que ahora conocemos como medicina tradiciona’.
Por ello, los ensayos para determinar la genotoxicidad que ejercen las plantas
medicinales, han alcanzado gran importancia en los Ultimos afios. En ensayos
realizados evidencian expresamente que las plantas contienen compuestos que
producen la genotoxicidad, principalmente actia fragmentando el ADN
gendémico, rompiendo ésta macromolécula especificamente a nivel de los
puentes de hidrogeno, y los enlaces fosfodiéster, hacen que el ADN quebrado
adquiera un modelo tipico cuando es expuesto en el gel de electroforesis de
agarosa. Cuando se ejecuta el ADN el recorrido en el gel de agarosa, se
observan fracciones disimiles en tamafios, lo vemos que aparecen de manera
paralela entre si, optando el patrén que va en forma de escalera’.
Por su conveniencia, este trabajo de investigacion permitira obtener mayores
conocimientos respecto a la existencia de metabolitos secundarios, éstos
mismos que poseen efectos curativos a diversos males, asi como determinar la
actividad genotoxico que pudiera estar ejerciendo sobre el ADN.
El presente trabajo de investigacion tiene por propdsito demostrar el efecto
genotoéxico in vitro, de los extractos de la planta en estudio, Artemisia absinthium
L. “ajenjo” una de tantas plantas medicinales de uso comun en la regién de
Ayacucho, frecuentemente utilizada para el tratamiento de males estomacales en
la poblacién humana.
Objetivo general
Determinar el efecto genotéxico in vitro del extracto hidroalcohdlico de hojas y
tallos de Artemisia absinthium L. “ajenjo”, frente a ADN genémico humano y de
Escherichia coli.
Objetivos especificos
1. Identificar los metabolitos secundarios presentes en el extracto
hidroalcohdlico de hojas y tallos de Artemisia absinthium L. “ajenjo”.
2. Evaluar el efecto genotédxico del extracto hidroalcohdlico de hojas y tallos de
Artemisia absinthium L. “ajenjo”, frente a ADN gendmico humano vy

Escherichia coli”.



II.  MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

Se tiene referencia del uso del “ajenjo” desde la antigiiledad, como menciona
Dioscorides (40 a 90 d.C), un médico griego en su obra “De Materia Médica y de
los Venenos Mortiferos”, describié una gran cantidad de propiedades del ajeno,
segun manifiesta: “Sirve para mejorar la digestién, depura los humores coléricos
recogidos en el estbmago y vientre, diurético, sirve para las flatulencias, y calma
los dolores de estémago y vientre®.

Publicaciones cientificas respecto a las actividades genotoxicas de Artemisia
absinthium L. “ajenjo”, no se ha encontrado; sin embargo, existe una variedad de
métodos y estudios de otras especies de plantas medicinales que nos conducen
a la interpretacion de nuestros resultados, por mencionar:

Artemisia absinthium L. el "ajenjo" se ha empleado como planta beneficiosa en
medicina a partir de la antigiedad. Las funciones farmacol6gicas mas
inspeccionadas de la artemisia absinthium L. que producen la pérdida de peso y
la buena digestion, aunque hasta ahora su impacto antiparasitario todavia no
queda claro. Por esto, el objetivo de este estudio es evaluar el impacto
antihelmintico del extracto alcohdlico de esta plantula. La investigacion
fotoquimica del farmaco termind en una actitud positiva a los préximos
metabolitos: aceites fundamentales, alcaloides, antocianinas blancas,
flavonoides, compuestos fendlicos, triterpenos y/o esteroides y elementos
amargos. Gracias a su relativa facilidad de recoleccion y su trascendencia para
el desarrollo sustentable, las plantas mayores ocupan un espacio apreciable
entre los recursos renovables de los productos naturales. El dominio vegetal es
una gigantesca biblioteca de materias sustanciales, la mayor parte de los que
todavia no se han descubierto, pues se considera que menos del 10% de las
especies de plantas se han estudiado a fondo hasta ahora. Gran parte de los

compuestos vegetales biolégicamente activos provienen de esos originalmente



denominados metabolitos secundarios, y Ultimamente, productos de la
asimilacion exclusiva de las plantas.®

Aunado a esto, estas materias sustanciales fueron hechas en el lapso de 300
millones de afios en proceso evolutivo, como contestacion de custodia a
patdogenos y depredadores, el mecanismo todavia se desconoce en varios
casos.’

Por otro lado, en la medicina clasica irani, Artemisia absinthium L. se utiliza
extensamente. Su auge logra estar entrelazado con la existencia de
concentrados antioxidantes. Se aplicaron 5 sistemas experimentales
complementarios para identificar la actividad antioxidante de los extractos
metanodlicos de Artemisia absinthium L en la fase de floracion. Ademas, su
actividad antidepresiva se ha definido por medio de experimentos de natacién
forzados (FST) e interrupcién de la cola (TST). El extracto ensefid una actividad
antioxidante éptima.*°

Es importante enfatizar que el ajenjo deberia evitarse a lo largo del embarazo y
la lactacién; los chicos y jovenes menores de 18 afios y los pacientes con
obstruccién biliar, colangitis o patologia hepatica tienen que estar
contraindicados.

El extracto preparado Artemisia absinthium L. se evalud in vitro ante la cepa P.
falciparum F321/Tanzania, y la concentracion minima inhibitoria de Artemisia
absinthium L. estuvo en el rango de 3,1 a 50 ug / mL. Al examinar los resultados
de estas 4 especies sobre Plasmodium berghei NK65 in vivo, revelaron
acreciente dinamismo inhibidor, a una dosis de 500 miligramo/kilogramo la
parasitemia se disminuy6 en un 65,9%. El extracto menos téxico es el ajenjo.
Dichas resultas presentan el potencial antipaltdico de varias plantas medicinales
usadas en Cuba y dan una via para el andlisis de seguimiento de sus elementos
quimicos activos.*

Asi mismo, se sometieron a estudios los aceites fundamentales de 3 plantas
aéreas de absinthium, Artemisia absinthium L. “ajenjo” logrados por destilacion
de agua, y se contrastd su toxicidad para el gorgojo comun (Sitophilus
Granarius.) (Coleoptera: Curculioceae). La colectividad de los aceites
fundamentales examinados son deletéreos para los adultos de S. granarius. El
aceite sugiere que la tasa de mortalidad del gorgojo del establo es del 80 al 90%
luego de 48 horas de exposicion, la dosis de S. granarius ha sido de 9 ul / L.

Ciertos elementos purificados (alcanfor, 1,8-cineol, terpinen-4-ol, borneol,



acetato de borneol y a-terpineol) se determinaron como los compuestos
primordiales del aceite, a una dosis de 0,5-0,75y 1 ul / se probo el aire L contra
S. granarius. Entre los compuestos puros examinados, el 1,8-cineol y el terpinen-
4-ol son mas toéxicos para S. granarius, con una mortalidad del 100% en cada
una de las dosis luego de 12 horas de exposicion. Se puede concluir que los
aceites esenciales de las tres plantas de Artemisia y sus componentes
principales 1,8-cineol y terpinen-4-ol son farmacos potenciales para el control de
Salmonella graminearum™

Por otro lado, Bezerra', realiz6 un estudio fitoquimico y biol6gico in vitro en
especies del género Euphorbia (Euphorbiaceae), donde revelan una fuerte
presencia de terpenos, esteroides y flavonoides entre otros, en todas las
especies. En la evaluacién de la actividad antibacteriana, las tres especies en
estudio presentaron buena actividad antibacteriana, destacdndose en la
eficiencia de inhibicién del crecimiento de bacterias Gram- negativas. De esta
forma concluye que las tres especies de la familia Euphorbiaceae, presentan
gran potencial en la actividad antioxidante y antibacteriana.

También Craig™, sefiala que el tratamiento topico de cancer de piel no
melanoma,; los carcinomas de células basales (BCC) y los carcinomas de células
escamosas (SCC) son los canceres humanos mas comunes; planteando que
como primera aplicacion médica esta la Euphorbia peplus L., es uno, de una
serie de plantas de la familia Euphorbiaceae que ha atraido la atencién como un
remedio casero para el cancer de piel debido a su savia lechosa. Sin embargo,
una encuesta realizada por Peplin Biotech de mas de 200 especies de la familia
Euphorbiaceae ha demostrado que sélo Euphorbia peplus L. tiene los atributos
deseados de eficacia anticancerigena in vitro e in vivo.

El efecto in vitro anti-Helicobacter pylori por Mena®®, realiz6 estudios utilizando el
extracto acuoso y aceite esencial de la parte carnosa, pulpa de los frutos
maduros de Carica candamarcensis Hook. (Nombres con los que es conocido en
diferentes lugares: chilacuan, papayuela de clima frio) el cual tiene dicha
actividad, por lo que se consideran primarios en la realizacion de terapias
adicionales para el control de un contagio infeccioso géstrico provocado por
dicho microorganismo. Realiz6 estudios de dichos extractos evaluando: a)
genotoxicidad a través de electroforesis alcalina de células individuales [ensayo
cometa (SGCE)]. c¢) mutagenicidad por medio de la prueba de Ames; b)

citotoxicidad a través indagacién de viabilidad de linfocitos humanos bloqueados



por el método tradicional en gradiente de Hystopaque® y en cultivo con medio
RPMI-1640. Para la evaluacion del extracto acuoso se utilizaron dosis que fueron
a partir de la sustancia concentrada autentica hasta 10-2 (disoluciones en H20
extraida estéril) y en la cuestion del liquido aceitoso basico se usé desde el inicio
del extracto Unico diluido en DMSO al 1% incluso 10-6. Esta investigacion
constata que de acuerdo a los exdmenes realizados la totalidad de los
concentrados evaluados son fiables agrado genotdxico, citotoxico y mutageénico.
Pero, de todas maneras, se necesita realizar mas estudios, pero utilizando ya
nuevas metodologias de prueba que consientan ratificar o rechazar si realmente
las extracciones incitan averias notables en el ADN, y si poseen productos anti-
mutagénicos y anti-genotoxicos y de esta forma presenciar, para su futura
introduccion en el perfeccionamiento de un fitofarmaco de Carica
candamarcensis para su utilizacion como medio de trato adicional en personas
con historial médico de un estado infeccioso por Helicobacter pylori.

En este sentido, se han reportado investigaciones sobre genotoxicidad en
diversas plantas de uso medicinal, bastante utilizado en diversas regiones en
especial en nuestra region de Ayacucho, tales como:

Evalu6 Vega'’; Euphorbia peplus L. f. “Leche leche” y Ficus carica L. “higo” en el
radicular meristemo de Allium cepa L. “cebolla” se realizd estudios acerca del
efecto citostético del latex, utilizando el latex de estas dos plantas medicinales
mencionadas. Lo que se realiz6 fue la determinacion de la diferenciacion del
indicador de la mitosis, realizado por una secuela citostatico del goma de Ficus
carica L. y Euphorbia peplus L. en el tejido meristematico de las raices de Allium
cepa L. “cebolla”, en donde la metodologia consistié en que fueron sometidos a
tratamiento con el latex de ambas plantas medicinales, a concentrados de 01%,
1.5%, 02%, 03%, 05% y 10% de cada variedad, apreciando el resultado que
inhibe el desarrollo y multiplicacion de las células en un intervalo de tiempo de 4,
8, 12 y 24 horas, para luego realizar la lectura entre 1,000 a 3,500 células por
muestra. De acuerdo con el estadistico, el ensayo de Tukey arroja que la familia
con acreciente emanacion citostatica fue la Euphorbia peplus L.f. (IM=0,00%), y
con menor efecto citostatico Ficus carica L. (IM=0,32%). La duracion de trato de
més diligencia antimitética fue a las 20 h con goma al 03% de Euphorbia peplus
L. f. “leche leche”, le sigue la resina con un 10% de “higo” a las 24 horas.
También, Pilaca, L.*® hizo cribado fitoquimico y pruebas de genotoxicidad de

latex de diferentes concentrados exhibidos al ADN genémico de linfocitos



humanos, dichos latex se obtienen de manera directa de las plantas y se cortan
a grado de los tallos de las mismas como producto verde de "higuera” (sicono),
donde se cree el mal genotoxico "in vitro", que se establece por la radiacion
violeta sometiéndola a bromuro de etidio para electroforesis en gel de agarosa,
ultraimagen, y camaras digitales clasicas. Los metabolitos secundarios que se
identificaron en el latex de la planta "leche leche" fueron: alcaloides, fenoles y/o
taninos, flavonoides, lactonas y/o cumarinas, principios amargos, astringentes y
saponinas, y en latex de la planta "higo" se identificaron lactonas y/o cumarinas
alcaloides, principios amargos y astringentes, flavonoides. En conclusion se
identificd que en la goma de ambas plantas, Euphorbia peplus L. "leche leche"
como de Ficus carica L "higo" se hall6 gran dinamismo genotoxica en el ADN
gendmico de linfocito humano, estando a concentrados de 100% y 50% el mas
grande fraccionamiento del ADN con respecto a 25% y 10%. Finalmente el latex
de plantulas de medicina anti verrugosas Euphorbia pepius L. "leche leche" y
Ficus carica L "higo" exhiben resultado genotdxico "in vitro", donde este efecto
es directamente proporcional a la concentracién del latex a la que se someta;
pero no influye el tiempo de incubacion.

Ademas, Alarcon, Gramo.™ evalud extractos hidroalcohélicos conseguidos con
alcohol a 80°C, concluyé la genotoxicidad a diferentes concentraciones, y
expuso dichos extractos al ADN gendmico de linfocitos humanos; entre ellos, se
evalud la herencia “in vitro” mal toxico por electroforesis en gel de agarosa con
bromuro de etidio al 1%. Muestra que el extracto hidroalcohdlico tiene
fundamental actividad genotéxica sobre el ADN gendmico de linfocitos humanos,
se usa como extracto de plantas medicinales "ganai" y "yavascu" a 50 miligramo
/ ml'y 100 miligramo / ml de Marico". Al final, se apunta que el mal genotéxico es
de manera directa proporcional a la concentracién del extracto hidroalcohdlico;
sin embargo la era de incubacién no perjudica.

Por su lado, Martinez, J.*° midi6 la actividad genotoxica a disimiles
concentrados, la enfrentdé con ADN gendmico humano y la evalué por medio de
el "procedimiento Tomasevich", extracto hidroalcohdlico y etanol: agua (3: 1)
obtenido al sumir el ADN genémico humano en un lapso de 7 dias; después de
gue el extracto ha sido expuesto al ADN gendmico humano, el mal genémico se
vio por medio de electroforesis en gel de agarosa con bromuro de etidio al 1%, y
se vio bajo luz ultravioleta. Las concentraciones genotoxicas que produjeron los

més grandes perjuicios fueron 500 miligramo/mL, 400 miligramo/mL y 300



miligramo/mL. Una vez que se hizo la prueba de Kruskal-Wallis, demostr6 que el
mal genotoéxico estaba referente con la concentracion y tiempo de incubacion del
extracto hidroalcohodlico de Datura Proporcional (p = 1x10™). Por consiguiente,
se puede concluir que el extracto hidroalcohdlico de hojas de Datura ocasionara
un mal genotéxico proporcional a la concentracion y ademas perjudicara la
época de incubacion.

Montes, M.?! utiliz6 latex de plantas medicinales para realizar investigaciones y
utiliz6 Argemone mexicana L. "cardosanto" y diente de leén "Taraxacum
officinale" para la piel, que tienen una actividad genotéxica considerable en el
ADN del genoma humano. En esta investigacion se estimé el dafio genotdxico
"in vitro", el cual se determind sometiéndolo a electroforesis en gel de agarosa.
Asimismo, los metabolitos secundarios identificados en el latex de la planta
medicinal Argemone mexicana L. "cardo santo" son los siguientes: compuestos
fendlicos, taninos (+++), alcaloides, y en el latex de la planta medicinal diente de
le6n "Diente de lebn "Se encontraron los siguientes metabolitos secundarios:
cardendlidos (+), compuestos fendlicos y taninos (+++), alcaloides (+).Los
resultados mostraron que el latex "Holy Thistle" en una concentracion de 10% a
100% tuvo un efecto genotdxico significativo en el ADN gendmico humano,
haciendo que la fragmentacion del ADN fuera del 100%; mientras que el latex
"Dandelion" mostr6 50% y 100%. La concentracion de latex del 10% y 25%
fragmenta el ADN al 100%, mientras que la concentraciéon del 10% y 25%
fragmenta el ADN gendmico humano al 40% al 95%, podemos explicar la
significancia estadisticamente (p <0.05). Se concluye que el latex de Argemone
mexicana L. "Holy Thistle" y Diente de ledén "Taraxacum" es genéticamente
téxico.

Al final, Cosquillo, M. et al.?

valoraron la actitud citotéxica del extracto, y la
curcumina es distinta en medio de las células tratadas. No obstante, el extracto
de etanol que exhibié la mejor actividad exhibi6 una CI50 mas baja. La
curcumina que tiene EC y EE inhibe el aumento de las células HT-29 de forma
mas eficaz que la linea celular DU-145. Usando células murinas de colon 26, de
cancer colorrectal (CRC), HT-29 humano y HCT 116, Kuete et al. (26). La
actividad citotoxica in vitro de la CE (18,8% gramo / g) se revel6 en cada una de
las pruebas, en especial luego de 48 a 72 horas de incubacion, la IC50 del CCR
ha sido de 15 ug / ml, en lo que la IC50 de la curcumina ha sido de 5 ug / Ml.
Dichos resultas son semejantes a nuestro analisis y son alentadores gracias a su

impacto citotoxico sobre HT-29.



2.2. Marco conceptual

2.2.1. Artemisia absinthium L. “ajenjo”

2.2.1.1. Clasificacion taxonomica

Para hacer el trabajo de tesis, las plantas medicinales fueron identificadas y
clasificadas de acuerdo con el sistema de categorizacion Cronquist A. 1988. La
identificacion se hizo en el Laboratorio de Botanica, Facultad de Ciencias
Biologicas, Universidad Nacional de San Cristbal de Vamanga, Y es de la

siguiente forma: (Anexo 1)

Reino : Plantae

Division : Magnoliophyta

Clase : Magnoliopsida
Subclase : Asteridae

Orden : Asterales

Familia : Asteraceae

Subfamilia : Asteroideae

Género . Artemisia

Especie . Artemisia absinthium L.
Nombre vulgar : “ajenjo”

2.2.1.2. Nombres vernaculares

Ajenjo, absenta, asensio, ajorizo, artemisia amarga, hierba santa, hierba
maestra®.

2.2.1.3 Descripcién botéanica

Se le conoce como una plantula herbacea perenne, de tallos erguidos o
decumbentes bastante ramificados, de aproximadamente 1 metro de alto, tanto
tallos y hojas presentan un color blanco cenizo debido a la presencia de pelos
glandulares blanquecinos y sedosos, vello canoso las hojas son pecioladas,
bipinnadas, con foliolos alargados muy aromaticas que despide un olor fuerte
desagradable y persistente, se identifica por poseer hojas sustituyentes
levemente lanceoladas, inflorescencias en grupos postreros de matiz amarillento
con florecillas de pequefio tamafio de talante papilionaceo.

Los tallos germinan a partir de rizomas lefiosos, hierbas ramificadas; cuando
llega la temporada de floracion, son lefiosos, regordetes y duros. Las ramas son
delgadas y flexibles. Es una hierba perenne con rizomas lefiosos duros con
foliolos delgados muy aromaticos que emiten un olor fuerte, desagradable y de

larga duracién. Las flores aparecen en muchas pequefias cabezas amarillas,



vestidas de finos pelos plateados. El talluelo es erguido y extendido. Las
hojuelas son pinnadas, alternas, de 5-7 centimetros de extenso, partidas en 24
triangulos, cada uno con Iébulos estrechos. Las flores miden 4-6 mm de trazo,
mayormente hemisféricas, distribuidas en todo el tallo, las inflorescencias son de
colores amarillo claro, pequefos y posteriores. Hecha su flor en otofio y verano.
Una fruta de aquenio exclusiva, suave y bastante pequefia.* (Anexo 2)

2.2.1.4. Héabitat y distribucion

Se le considera un espécimen nativo europeo, crece en forma cultivada en
huertos y jardines, o en forma silvestre, en costa, sierra y selva generalmente en
zonas himedas. Se encuentra en todas las estaciones del afio, de preferencia
en época lluviosa donde florece y fructifica. Se propaga mediante esquejes®*.
2.2.1.5. Propiedades y usos tradicionales

Esta planta medicinal se usa en infusion de las hojas en pequefias cantidades
para coélicos hepaticos y renales, como depurativo de la sangre, como
antiespasmadico, digestivo, como regulador de la menstruacién, para combatir la
obesidad, diabetes, etc. El “ajenjo” es tdxico en dosis elevada, produce
intoxicaciones del sistema nervioso manifestdndose con dolor de cabeza,
nauseas, mareos y pérdida del conocimiento; como abortivo utilizando la
decoccion de las ramas tiernas y hojas. También se usa como insecticida
utilizando el extracto de la planta como repelente de pulgones, polillas y otros
insectos. Esta bebida compuesta de ajenjo es muy téxica para el sistema
nervioso, por lo que en muchos paises esta prohibido su venta y consumo.

La planta presenta un aceite esencial conteniendo entre otros un glucésido (la
absintina) y una cantidad importante de principio amargo. En Lima, Antonio
Brack informé que Artemisia "ajenjo" es una plantula empleada en la medicina
clasico ya que tiene una pluralidad de caracteristicas farmacolégicas y es la mas
conocida para el procedimiento de patologias gastrointestinales por infusién o
uso de aceites fundamentales en forma diluida®*. Hojas: se disponen para tratar
patologias de los nervios y del higado, leucorrea, trastornos menstruales,
patologias gastrointestinales (célicos, diarreas, disenteria, flatulencias, gastritis,
indigestion y pardsitos); estimulan la secrecion de estdbmago y bilis. Desinfectar
heridas y acné, intentar inflamaciones, tumores, artritis reumatica o gotosa y
aliviar esguinces 9-13. Otros usos célebres: Antes usado como insecticida de la

casa para el control de las polillas de la ropa.*
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2.2.1.6. Composicion quimica
Su compuesto primordial es un aceite volatil, en el cual la medicina herbal aporta
de 0,5 a 1,0% por medio de la destilacion. Frecuenta ser de coloracion verde
sombrio o, en ocasiones, azul, con un profundo amargor y aroma. Este aceite
tiene tuyona (absenta o butaacetona), tuyol (usado solo o en mezcla con acido
isovalérico y acido malico), isotuyona, cadinena, felaneno y pineno. Este aceite
ocasionalmente esta en el té o las tinturas de ajenjo. Aunque este aceite puede
matar muchos tipos de gusanos, puede dafiar el sistema nervioso humano. Los
agentes amargos fuertes llamados ajenjo y absenta también estan presentes en
el aceite. Acetileno: matriz de deshidrogenacion trans.

e Azulenos: tiene ocupaciones antiinflamatorias, antileucotrienos, antipiréticas y
antisépticas. Dichos integran camazuleno, dihidrocamazuleos, bisabolenos,
camfene, cadineno, sabineno, trass-sabiylacetate, felandreno, pineno,
etcétera.

¢ Carotenoides, B-caroteno (alérgeno, anti-acné, anti-cancer)

e Flavonoides: espinaquina, artemisinina, artemisinina (detiene el sangrado,
antiinflamatorio y antipalidico), isoquercitrina (inhibidor de la aldosa
reductasa, anticanceroso, antioxidante, igninas: diagyangambin vy
epiyangambin)

e Acido fendlico: acido p-hidroxifenilacético, acido p-cumarico

e Tanino (4.5-7.0%).

¢ Tuyona e isotujona: cetonas terpénicas. Actividad antihelmintica

e Tuyol: lactonas sesquiterpénicas de alcohol monoterpénico (0,15-0,4%): son
sustancias amargas y se caracterizan por sus efectos insecticidas y
antitumorales. Son primariamente de la clase guayandlido. Entre ellos,
destaca la absintina (guayanolida dimérica, 0,20-0,28%), en compafia de
artabsin, artamarin, artamaridin, artamarinin, matricin y anabsintin, entre
otros.”®

2.2.2. Acido desoxirribonucleico (ADN o DNA) genémico humano

Se plantea que las células tienen dentro una diversidad de macromoléculas,

como polisacaridos, proteinas y acidos nucleicos, estas macromoléculas tienen

la posibilidad de clasificar como polimeros, o sea, moléculas con unidades
estructurales reiteradas frecuentemente. Los polisacaridos se forman de
monosacéridos, las proteinas permanecen compuestas de aminoacidos y los

acidos nucleicos se forman de nucle6tidos. Los &cidos nucleicos se parten en 2
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categorias: ADN o &cido desoxirribonucleico, con desoxirribonucleétidos o
desoxinucle6dtidos como unidades estructurales; y acido ribonucleico o ARN con
ribonucledtidos. Se plantea que las células tienen dentro una diversidad de
macromoléculas, como polisacaridos, proteinas y acidos nucleicos, estas
macromoléculas tienen la posibilidad de clasificar como polimeros, o sea,
moléculas con unidades estructurales reiteradas frecuentemente. Los
polisacaridos se forman de monosacéaridos, las proteinas permanecen
compuestas de aminoacidos y los acidos nucleicos se forman de nucledtidos.
Los acidos nucleicos se parten en 2 categorias: ADN o0 A&cido
desoxirribonucleico, con desoxirribonucleétidos o desoxinucleétidos como
unidades estructurales; y 4cido ribonucleico o ARN con ribonucleétidos?’.

Por consiguiente, el sistema cromosémico es la unidad de funcionalidad,
composicion y reorganizacion de la informaciéon genética en las células
somaticas y las células germinales. Ademas es responsable de estandarizar su
propia organizacion y la informacion de funcionalidades. Escondido en su
composicion esta el cddigo de relacién entre los cromosomas, codigos que
conforman la funcionalidad del nacleo celular], propiedades que confieren a este
compartimento un fundamental rango de potencia evolutiva.?®

2.2.3. Escherichia coli

Puede decirse que el genoma de las bacterias frecuenta existir en una sola
molécula de ADN circular, empero ademas hay bacterias con 2 moléculas
circulares o una o0 mas moléculas lineales. Cada corpusculo tiene una zona a
partir de la que imitara. Como el ADN de cada una de las células, este ADN tiene
un tamafio bastante enorme comparativamente con el volumen que ocupa en la
célula, lo cual supone que el ADN bacteriano esta presente en la célula y tiene
una composicién bastante compacta llamada nucleoide. Actualmente, el modelo
nucleoide mas completo es Escherichia coli, de alrededor de 1 milimetro de
extenso, organizado en bucles superenrollados, alrededor del 50% del ADN esta
superenrollado cerca de proteinas semejantes a las histonas eucariotas.”

Se dice que la Escherichia coli es un bacilo gramnegativo anaerobio facultativo
gue forma parte del nicleo familiar Escherichia coli de las Enterobacteriaceae. E.
coli que coloniza el intestino humano unas horas a partir del origen y se estima
que tiene una flora habitual, pero se han descrito 6 conjuntos de E. coli
productoras de diarrea: de enterotoxina (ETEC), enterohemorragica (EHEC),

enteroinvasiva (EIEC). )), enteropatogenicidad (EPEC), adicién intestinal (EAEC)
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y adherencias difusas (DAEC). Comunmente, las bacterias tienen la posibilidad
de aislar e detectar en funcionalidad de sus propiedades bioquimicas o
seroldgicas, no obstante, el mecanismo patogénico ademas se puede aprender
por medio de la deteccién en cultivos celulosos o exploratorios animales, y la
utilizacion existente de tecnologias de biologia atémica que presentan la
existencia de genes. El objetivo de este trabajo es enfatizar el valor de la
indagacion y diagndstico de Escherichia coli como patégeno, que puede producir
casos aislados o brotes de diarrea, sindrome urémico hemolitico, colitis
hemorragica y disenteria, primordialmente en chicos; por esto, se hecesita
entender mejor las bacterias y conservar la atencién epidemiolégica.?

Como cualquiera de las bacterias Gram-negativas, la capa externa de E. coli
esta formada por 3 recursos: la membrana citoplasmatica, la membrana externa
y el espacio periplasmico, que se compone de peptidoglicanos en el medio. Esta
tltima composicion da a las bacterias su forma y rigidez y les permite tolerar una
presion osmotica ambiental subjetivamente alta. Es una bacteria mesdéfila y se
desarrolla mejor alrededor de animales de sangre caliente (35-43°C). El limite de
temperatura para el aumento es de alrededor de 7°C, lo que sugiere que el
control efectivo de la cadena de heladas en la industria alimentaria es esencial
para evitar el aumento de E. coli en los alimentos. Ademas de la temperatura, el
pH y la actividad del agua afectan el aumento de E. coli. Las condiciones
Optimas de desarrollo para estos limites son 7,2 y 0,99, respectivamente. E. coli
deja de crecer a niveles extremos de pH (por debajo de 3.8 o por encima de 9.5)
y por debajo de 0.94. Por consiguiente, la acidez de los alimentos puede
constituir un componente defensor y asegurar su estabilidad. E. coli tiene
muchas propiedades y puntos, y es la taxonomia bacteriana mejor estudiada,
aun cuando la comprension de las cepas silvestres todavia es parte de ella.
Mientras se obtienen nuevos genotipos desde plasmidos, fagos y otros recursos
que transfieren su material genético, la adaptabilidad de esta bacteria parece ser
poco comun. Ademas, su popular universalidad conduce a la aparicion repetida
de cepas con novedosas propiedades, incluidas habilidades patégenas que son
dificiles de detectar.®**

2.2.4. Toxicidad y genotoxicidad

2.2.4.1. Toxicidad

La toxicidad se define como la funcidbn de una sustancia quimica de tener un

impacto perjudicial sobre el organismo una vez que entra en contacto con ella.
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De igual modo, cualquier sustancia toxica natural o artificial se define como
toxica si es perjudicial (en otras palabras, cualquier factor que logre tener un
impacto nocivo en el organismo una vez que entra en contacto con el
organismo).*

Otra definicion de toxicidad es la funcion de una sustancia o preparado para
provocar mal a los organismos. Esta capacidad es inherente a la sustancia y
puede modificarse por varios componentes, como por ejemplo:

* Gestidn y/ o dosis absorbida

* Ruta de administracion

+ Reparticién de la dosis en todo el tiempo™

2.2.4.2. Genotoxicidad

La definicibn de genotoxicidad se expone como la facultad de provocar dafio,
perjuicio al material genético; el perjuicio provocado podria ser de tipo
mutagénico y/o carcinégeno.*

Estas sustancias dafiinas que generan genotoxicidad permanecen en relacién
directa o de forma indirecta con el ADN, lo cual pueden ocasionar alteraciones,
interrumpir el proceso de compostura y/o alineacién, el principio o polimerizacién
de proteinas o la separacion cromosémica.

Al hacer una prueba de genotoxicidad, evalia el mal o perjuicio a grado de
material genético (cromatidas cromosomas y / o composicion del ADN) u otras
permutas epigenéticas en los cuerpos provocados por la diferencia de la
expresion génica, sin tener nada que ver con los cambios y la mutacion de la
sustancia.®

Los compuestos o reactivos que poseen la funcién de provocar mal a grado de
material genético se llaman genotdxicos o0 xenobioticos, y se parten en 3
categorias segun su origen: quimico, fisico y biolégico. La clase inicial esta
formada por sustancias quimicas, la sucesiva categoria encierra todo el espectro
de radiacion y la dltima clase envuelve los efectos de ciertos parasitos, bacterias,
hongos, plantas e inclusive virus (aungque es bien conocido que los virus no se
piensan organismos Vivos). En otros términos, se cataloga en otra categoria) La
calidad o capacidad de generar o inducir dichos agentes se ve afectada por la
porcibn y la época de exposicion del mutdgeno, y afiadido a la estructura
genética del sujeto, la persona podria ser susceptible, si es propio todavia es

especifico.®’
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2.2.4.3. Mecanismo de genotoxicidad

Las mutaciones son producidas de manera natural, pero si se expone un

organismo a componentes que inducen a las mutagénesis, lo que va producir es

una acelerada frecuencia en la mutacion natural. En la actualidad se observa

una gran diversidad de factores, entre ellos factores fisicos, quimicos; que tienen la

capacidad de accionar como elementos mutagenos. Donde operardn como entes

mutagenos todos aquellos con la cualidad de alterar el material hereditario y

principalmente, todos esos que trastornen la secuenciacion del ADN (material

genético). Podemos mencionar como principales agentes mutagenos los

siguientes:

a) Agentes fisicos

e Las radiaciones electromagnéticas: rayos X y los rayos gamma.

e Las radiaciones corpusculares: rayos a, los rayos R y los flujos de protones
0 neutrones.

e Los ultrasonidos, los choques térmicos, la centrifugacion, etc.

b) Agentes quimicos

e Los equivalentes de las bases nitrogenadas.

e El acido nitroso (HNO,).

e Los alcaloides como por ejemplo: la cafeina, la nicotina.

o Elfluido gaseoso mostaza, el agua oxigenada (H,0,), el ciclamato, etc®.

Las equivocaciones cromosémicas integran cambios extensos en el ADN

provocados por la exposicion humana a radiacion ionizante y otras sustancias

genotoxicas.

Las ilustraciones epidemiolégicas han demostrado que los individuos con una

alta periodicidad de yerros cromosémicos en los linfocitos de sangre periférica

poseen un peligro de manera significativa mas grande de cancer.®®

Las aberraciones cromosomicas tienen la posibilidad de ser estructurales o

numeéricas. Las roturas cromosémicas o los cruces dispares proporcionan sitio a

cromosomas, inserciones, células, duplicaciones, translocaciones e inversiones.

Dichos reordenamientos de estructuras estan afectando el contenido y la manera

de uno o mas cromosomas y modifican el reparto de genes en el genoma,

ademas de que ademas tienen la posibilidad de alterar el periodo celular y

ocasionar procesos tumorales.*

La genética es la ciencia delegada de aprender todo lo referente con la herencia;

entendida como letras y nimeros o informacion transmitida de generacion en
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generacion. Se puede rememorar que esta transmision se hace por medio de

genes, que son fragmentos de ADN que codifican esta informacién al componer

una misma réplica de diversos tipos de ARN. Cualquier cambio (mutacion) en el

ADN genético perjudicara al mismo sujeto (si la mutacion pasa en una célula

somatica) o su descendencia (si pasa en una célula sexual o gametos).

2.2.5. Mutaciones

Tienen la posibilidad de conceptualizar como cambios permanentes en la

informacién genética, o sea, uno o0 mas nucleotidos del ADN. Asi como pasar en

células somaticas o en células germinales, siendo estas Ultimas las mas

relevantes a partir de la perspectiva genético. Las mutaciones son cambios en el

material genético. Por consiguiente, solo tienen la posibilidad de heredar una vez

que estan afectando a las células germinales; si estan afectando a las células

somaticas, se extinguiran, principalmente con la persona, a menos que se

intente un organismo asexual. Estas alcanzan ser: naturales (espontaneos) o

inducidos (artificiales por radiacion, sustancias quimicas u otros mutagenos).

2.2.5.1. Mutaciones génicas

Se le conoce como eso que generan cambios en la sucesiéon de nucleétidos de

los genes. Si perjudica a un solo nucleétido, se llama mutacién puntual.

Teniendo presente los criterios morfol6gicos, hay diversos tipos de mutaciones:

a) Reemplazo del par de bases. Dichos tienen la posibilidad de ser por:

+ Transicién: Es la permuta de nucleétido de una base purina a otra base purina
0 de una pirimidina a otra.

» Transversion: cambio de base purina a pirimidina y al revés.

b) La pérdida o insercion de nucledtidos causa un cambio en el orden de lectura.

Tienen la posibilidad de ser:

* Suma de genes: inserta nucleétidos en la sucesion del gen.

» Delecion de genes: pérdida de nucledtidos.

* Repeticiones de nucledtidos.

2.2.5.2. Aberraciones cromosomicas estructurales

Son permutas en la composicion interna de los cromosomas. Se dividen en 2

tipos dependiendo del caso:

a) Esos en los cuales falta el segmento hipotético o esta duplicado:

a. Delecion cromosémica: es la pérdida de fragmentos cromosémicos.

Acé encontramos:

v' Terminal: una vez que se pierde un segmento del final de un cromosoma
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v Intersticiales: una vez que falta el segmento interior, respete el extremo
» Duplicacién cromosomica: es la duplicacion de segmentos cromosémicos.
1. Las que presumen diferenciaciones en la distribucién de los segmentos de los
cromosomas.
* Inversion: el segmento cromosomico del cromosoma esta en la postura de
inversion. Tienen la posibilidad de ser:
» Excentricidad: Permanecen del lado del centrémero y lo respetan.
v Pericéntrico: Rodean los filamentos y participan en la inversion.
» Translocacion: un segmento cromosémico de un cromosoma esta en otro
cromosoma no homologo. Tienen la posibilidad de ser:
» Sencilla: parte del cromosoma pasa al cromosoma no homologo.
v' Reciprocidad: 2 cromosomas no homélogos cambian un segmento entre
ellos.
* Robertson: Los brazos cortos de 2 cromosomas no homologos se pierden y
los brazos largos se juntan en el centrémero para conformar un cromosoma.
2.2.5.3. Aberraciones cromosOmicas numéricas
Son cambios en la cifra de cromosomas de una especie.
Euploidia Una vez que el nUmero de cromosomas nucleares en una célula
humana es un mdultiplo de 23, se llama euploidia. Por consiguiente, las células
sexuales (23 cromosomas) y las células somaticas (46 cromosomas) son
euploides tradicionales. No obstante, ademas puede haber situaciones anémalos
en las que la proporcién de cromosomas todavia es un multiplo de 23, como un
ovulo fertilizado con 23 cromosomas o un cigoto con 46 cromosomas de un solo
papa, o un ovulo fertilizado con una mas grande proporcion de cromosomas pero
continuamente un maltiplo de 23. Esto es lo que crea poliploides.*
2.2.6. Evaluacion genotoxica
El extracto de las plantas vasculares o superiores componen una mezcla
compleja que abarcan una gran cantidad de sustancias ¢ que contengan la
cualidad o propiedad de producir mutaciones a nivel del genoma.* vy
carcinogénicas, y su uso persistente ha sido vinculado con la concurrencia de
enfermedades en las personas que lo usan de manera tradicional, es aqui donde
radica el potencial peligro que implica el consumo excesivo, y de manera
indiscriminada de remedios, y de la medicina de origen vegetal, ya que aun
hasta el momento es desconocida y con muy pocos estudios acerca de que

éstas plantas que son una gran farmacia natural, tengan una accion mutagénica,
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ya que son consumidas desde la antigiiedad por la poblacion®.

La ciencia de genes toxicologicos cultiva los resultados mutagénicos de las
sustancias quimicas y la radiacién, asi como los efectos de la exposicién a
mutagenos en la salud humana, teniendo presente las mutaciones genéticas
inducidas (cambios en uno o diversos pares de bases), errores cromosémicos
(cambios en la organizacién) o costo numérico (aneuploidia y poliploidia gracias
a la predominacion de los elementos de la mitosis 0 meiosis) también cambios
en el ADN (alquilacion de bases, formacion de aductos, insercién de bases),
mecanismos de compostura (efectos aumentados sobre varios mutagenos) y
eventos de recombinacién en la mitosis.*®

Las mutaciones del ADN conforman la fase elemental de la aparicién y el
desarrollo del tumor. Por cierto, muchas sustancias con actividad carcinogénica
ademas poseen actividad mutagénica y la activacion de oncogenes es un
resultado directo de la actividad mutagénica del compuesto. La necesidad de
valorar la actividad mutagénica de un enorme conjunto de carcinégenos
potenciales ha llevado al desarrollo de pruebas a corto plazo.

No obstante, el ingerir plantas medicinales puede provocar inconvenientes a
causa de la toxicidad inherente, identificacion equivocada, falsificacion,
contaminacion, colaboraciones medicamentosas o falta de estandarizacion de
las plantas medicinales. El abuso de plantas medicinales puede estar referido
con la toxicidad y carcinogénesis de diversos 6rganos (sangre, rifién, corazoén,
higado, sistema nervioso central y piel)**

El principal objetivo que se obtiene al realizarse investigaciones sobre la
genotoxicidad, es demostrar cudl es el tipo y/o a qué nivel de la estructura del
material genético (ADN) ocasiona dafio el mutdgeno a estudiar. En conformidad
con lo dicho, se distingue 4 grados de mutacion: mutacion génica (grado I),
mutaciéon cromosémica (grado |IlI), dafio primario del ADN (grado IlI),
transformaciones celulares (grado 1V), entre otros grados. Referente a las
pruebas en relacion a los primeros dos grados varian significativamente, pero
también son ensayos mas comunmente realizados, especificamente ensayos in
vitro, esto debido a que tienen la particularidad de poseer gran sensibilidad y
precision.®” Estudios recientes se han realizado ensayos para determinar,
cuantificar el dafio ocasionado a nivel principal del material genético (ADN), que
hoy en dia han obtenido una enorme importancia en la indagacion de la

genotoxicidad*.
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2.2.7. Electroforesis en gel

La electroforesis en gel de agarosa es una técnica extensamente usada para
segmentar, identificar y purificar fragmentos de ADN. La agarosa es un polimero
lineal producido desde algas en el cual la migracion de moléculas de ADN de
doble hebra es inversamente proporcional al logaritmo (log10) de su tamaiio
molecular.

Debido al dispositivo de fosfato molecular, el ADN esta cargado negativamente,
por lo que la migracion en la cAmara de electroforesis es del electrodo negativo
al electrodo positivo. La electroforesis en gel es uno de los procedimientos mas
potentes y convenientes para la separaciéon de moléculas grandes, los mas
utilizados son los geles, geles de poliacrilamida y agarosa.*®

La electroforesis se cimienta en el empleo de diversas matrices de soporte,
originadas por la polimerizacion de substancias que consienten el paso
seleccionado de las moléculas acorde a tamafio.

El ADN extraido de las células se puede digerir con una enzima de restriccion, la
cual tiene como funcion fragmentar el ADN, esta enzima reconoce secuencias
especificas en el ADN de doble cadena, hidrolizando ambas hebras, dando lugar
a la formacién de bandas que se separan por el método de electroforesis en gel
de agarosa de acuerdo con el tamafio de dichos fragmentos®’.

2.2.8. Espectrofotometria

La base de la espectroscopia se deberia a la funcion de las moléculas para
absorber la radiacion, incluida la radiacion en el espectro ultravioleta visible. La
longitud de onda de radiacion que puede absorber una molécula y su eficiencia
de absorcion estan sujetas a la composicion atémica y las condiciones del medio
ambiente (pH, temperatura, fuerza iénica, constante dieléctrica), por lo cual esta
tecnologia es una importante herramienta de medicién y caracterizacion de
biomoléculas. Las moléculas tienen la posibilidad de absorber energia luminosa
y almacenarla como energia interna. Esto da lugar a la fotosintesis y otros ciclos
de vida de plantas y bacterias. Una vez que la luz (catalogada como energia) es
absorbida por una molécula, pasa del estado de energia importante o
significativa E1 a un estado de energia preeminente (estadia excitada) E2.
Unicamente se absorbera la energia que posibilita la transicion al estado
excitado. Cada molécula tiene una secuencia de estados excitados (o bandas)
para distinguirla de otras moléculas. Por tal motivo, la absorcion de una

molécula a diversas longitudes de onda, o sea, su espectro de absorcion,
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constituye un simbolo de su identidad. Al final, las moléculas en el estado
excitado liberan la energia absorbida al estado de energia importante. La
espectrofotometria ultravioleta visible es una técnica analitica que puede decidir
la concentracién de compuestos en una solucion, se fundamenta en el hecho de
que las moléculas absorben la radiacion electromagnética, y la proporcion de luz
absorbida es dependiente de la concentracion de manera lineal. Para hacer esta
clase de medicion se usa un espectrofotometro, en el cual se puede elegir la
longitud de onda de la luz que atraviesa la solucién, y se puede medir la
proporcién de luz absorbida por ella.*®

2.2.9. Evaluacion de la genotoxicidad in vitro por el “Método Tomasevich”

Miranda® sefial6 el método enunci6 para puntear el efecto genotodxico in vitro de
las plantas beneficiosas para la salud, que tienen efectos que poseen
propiedades terapéuticas enfrentado al ADN gendémico. Para utilizar esta técnica,
es muy importante qué 6rgano de la planta es utilizado para uso medicinal,
podria ser los tallos, flores u hojas y también semillas, de esta manera podremos
extraer la muestra correcta, de ésta forma podremos utilizar el extracto acuoso,
hidroalcohdlico o con algun otro solvente organico, y si se va usar latex,
usaremos de manera directa de la planta.

El procedimiento de Tomasevich se desarrolla preparando extractos de
diferentes concentraciones: 1 miligramo / mL, 2.5 miligramo / mL, 5 miligramo /
mL, 10 miligramo / mL, 25 miligramo / mL, 50 miligramo / mL y 100 miligramo /
mL, 200 miligramo. / mL, 300mg / mL, 400mg / mL y 500mg / mL; si es latex,
elaborar diluciones con concentraciones de 1%, 2.5%, 5%, 10%, 25%, 50% y
100%. ElI ADN gendémico ademas se puede obtener de los organismos a
aprender: humanos, animales o microorganismos. Utilice kits comerciales o
extractos organicos para aseverarse de que el ADN se encuentre intacto y
independiente de fragmentacién o rotura; después prepare una reserva de 200
pL con una concentracién de 1.500 ng / L de liquido.

Para realizar pruebas de genotoxicidad in vitro por fragmentacion del ADN, se
marca una secuencia de 9 tubos con 500 pL; Coloque 14 puL de ADN del
suministro en el que pasa del No. 1 al 7, y luego agregue 6 uL de todas las
concentraciones del extracto o latex a los tubos correspondientes del 1 al 7; El
tubo # 8 sera “blanco”, agregue 14 ul de extracto 100% o latex 100%, mas 6 pl
de agua bidestilada; El tubo n° 9 se usa como "control", agregando 14 pL de
ADN mas 6 pL de agua bidestilada; El tubo n.° 10 esta lleno con 14 puL de ADN
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mas 6 UL de extracto 100% o latex 100% mas 6 uL de enzima proteinasa K, esto
se usa para “descartar la existencia de nucleasas”, cada serie de tubos se va
incubar a bafio Maria a 37°C a lo largo de una hora o hasta 4 horas si es preciso.
A parte de un indice de tamafio atomico (50 pb), dichos productos de prueba se
introducen a electroforesis a 40 voltios a lo largo de 3 h en gel de agarosa con
bromuro de etidio al 1%, después se visualizan en radiacion ultraligera y se hace
el registro fotografico. Dichos registros fotograficos presentan la actividad
genotoxica por fragmentacion del ADN de las 7 concentraciones ensayadas; el
"costo en blanco" se usa para verificar que el extracto o el latex no tienen dentro
ADN contaminante; el "control* se usa para igualar la cantidad de ADN sin el
método respecto a los 7 tubos que fueron sometidos al método; y el "descarte de
nucleasas" para revisar el impacto por medio de la accién de los metabolitos
secundarios, sin embargo no por medio de la actividad nucleasa, debido a que
dichos serian acabados por la accién de la proteinasa K en el lapso de
incubacién. El nivel de fragmentacion es un porcentaje comparable en una
escala numérica de cero a 4. Se concluye que el procedimiento Tomasevich es
eficaz y eficiente para establecer la genotoxicidad de las plantas medicinales por
medio de la fragmentacién del ADN.***

2.2.10. Ensayo cometa

La prueba del cometa permite medir las roturas del ADN monocatenario y
bicatenario provocadas por un determinado compuesto después de que se
hayan eliminado proteinas, péptidos y carbohidratos de las células tratadas. Las
células evaluadas se incrustaron en agarosa sobre un portaobjetos de vidrio, se
lisaron con detergente, se trataron con sal y se sometieron a electroforesis. El
ADN roto se extiende hacia el anodo para formar la "cola" del cometa, mientras
que el ADN intacto permanece en la "cabeza". Después de tefiir el ADN con
tintes fluorescentes, se puede ver bajo un microscopio de fluorescencia. Este
ensayo es utilizado con mucha frecuencia porque nos permite visualizar y
calcular el deterioro en el material genético (ADN) de las células. EI mal
provocado en el material genético, principalmente es reparado enzimaticamente,
sin embargo el mal no reparado, se acumula y con la época puede dafar
mecanismos de control del periodo celular, comunicacién citoplasma-
mitocondria, expresion génica, entre otros*.

2.2.11. Metabolitos secundarios

Poseen una reparticién restringida en el reino vegetal, desea mencionar, que los

pudimos encontrar muchas veces en una sola especie de vegetal o conjunto de
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especies en relacién, a diferencia de los metabolitos primarios se hallan a lo
largo del reino vegetal. Son productos organicos que no parecen tener una
funcionalidad directa en el incremento y desarrollo, productos secundarios 0
productos naturales, no poseen funcionalidad reconocida o directa en los
procesos de fotosintesis, respiracion, transporte de solutos, etc®™. El aspecto
metabdlico que distingue al reino animal del reino vegetal es la capacidad de las
plantas para producir sustancias que no son necesarias para su supervivencia.
Estas sustancias se denominan metabolitos secundarios y los animales
superiores rara vez las producen, aunque ocasionalmente se encuentran en
insectos y otros invertebrados. Algunos metabolitos secundarios existen solo en
ciertas especies y realizan funciones ecoldgicas especificas, como atraer
insectos para que les pasen el polen o atraer animales para que consuman
frutas para esparcir semillas; también pueden usarse para atacar a herbivoros o
microorganismos patdgenos La defensa natural Los insecticidas también pueden
sintetizar metabolitos secundarios para hacer frente al dafio de ciertos tejidos
vegetales, asi como resistir los rayos ultravioleta y otros factores fisicos
agresivos, e incluso actuar como microorganismos simbiéticos para sefales de
comunicacion entre plantas.*

2.2.11.1. Flavonoides

Metabolito secundario de tipo fenilpropano mayormente se puede encontrar de
manera hatural como O-glicésido, también como agliconas, se encuentran
ampliamente distribuidas en las plantas, también se les encuentran en liqguenes y
musgos, Yy en casi todas las familias de las plantas superiores. Su funcion de
este metabolito no ha sido claramente establecida, pero existen evidencias de
propiedades protectoras contra la radiacion UV-B, como las fitolexinas,
antibacterianos, coloracion y sabor caracteristico, se han encontrado en la
literatura que el O-glicésido presenta propiedades alelopaticas®’.

2.2.11.2. Azucares reductores

Azlcares que se transportan por el floema de la planta, como es la glucosa y
fructosa entre otros, que se pueden acumular en hojas y tallos actuando en la
osmorregulaciéon, disminuye el punto de congelacion del citoplasma, diluye
componente toxico y estabilizando proteinas y membranas, su acumulacion esta
relacionada con la tolerancia al congelamiento y a las bajas temperaturas®®,
2.2.11.3. Alcaloides

Metabolito secundario que contiene nitrégeno y se encuentra en un 20% de las

plantas vasculares, son los mas conocidos por sus efectos farmacologicos que
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tiene sobre los animales vertebrados. Son dificiles de conceptualizar porque no
representa un grupo homogéneo de compuestos, son compuestos
heterociclicos, muchos de ellos son alcalinos, protonados (cargados
positivamente), generalmente soluble en agua. Se sintetizan a partir de los
aminoacidos, lisina, tirosina, y triptéfano. Protegen a la planta de animales
herbivoros®.

2.2.11.4. Fenoles

Son composiciones quimicas que se hallan extensamente en frutas y vegetales.
Es una de las clases mas relevantes de metabolitos secundarios en plantas
derivados primordialmente de fenilalanina y, en menor medida, de tirosina®.
Trabajan como antioxidantes naturales en los alimentos, y esta actividad
antioxidante se ha referente con su funcionalidad defensora en las patologias
cardiovasculares y el cancer®. En medio de las caracteristicas de los fenoles, se
les atribuye el papel de los antibioticos, que se aplican como pesticidas naturales
y protectores contra los relampagos UV®°.

2.2.11.5. Taninos

Los taninos son diversos compuestos fendlicos con la particularidad de que se
integran a las proteinas y precipitan. El nombre de taninos hace referencia al
procedimiento de curtido en el cual la dermis de los animales se convierte en
cuero. Basicamente, los taninos extirpados de las plantas se utilizaban para
procesos de habla hasta que fueron sustituidos por minerales. Estan en hojas,
frutos y cortezas. Se hallan en roble (Quercus sp.), Castafio (Castanea sp.),
Entre otros. Dichos compuestos complicados forman parte de la custodia de una
planta contra infecciones y herbivoros.®

2.2.11.6. Catequinas

Son el tipo de compuestos mas comun, el nombre procede del arbol de mimosa
(Cassia catechu), del cual se siti6 catecol por original ocasion, estan presentes
en muchas plantas alimenticias, las mas exitosas; Granos de cacao, té,
arandanos y vino. El impacto astringente en la boca luego de comer productos
de chocolate o tomar té verde o vino se deberia de alguna forma a su presencia.
Se contemplan composiciones bioactivas. Ejemplificando, la catequina se ha
implicado en la inhibicion de la trombosis arterial, la actividad antiinflamatoria, la
reduccion del colesterol total y las lipoproteinas de baja densidad como parte de

su capacidad antioxidante in vivo®.
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. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de ejecucion

El trabajo de indagacion presentado fue desarrollado en las instalaciones de la
casa de estudios, Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga
(UNSCH), desde el mes de febrero al mes de setiembre del afio 2019 en la
ciudad de Ayacucho. El proceso de tamizaje fitoquimico de Artemisia absinthium
L. “ajenjo”, se realiz6 en el laboratorio de Farmacognosia de la Escuela
Profesional de Farmacia y Bioquimica de Facultad de Ciencias de la Salud. La
identificacion taxonémica fue realizada en el Laboratorio de Botanica por parte
de la Biéloga Laura Aucasime (Anexo 1y 2); y la obtencién de ADN gendémico
humano, ADN gendémico de Escherichia coli, asi como las pruebas de
genotoxicidad, fueron realizadas en las instalaciones del Centro de Biologia
Molecular y Bioinformética (CIBMB) de la Facultad de Ciencias Biolégicas. Con
las siguientes coordenadas: 13°08'563"S 74°13'12"0.

3.2. Definicién de la poblacién y muestra

3.2.1. Poblacion

Estuvo constituida por matas de Artemisia absinthium L. “ajenjo” que se
desarrollan en el distrito de Huanta, provincia de Huanta, region Ayacucho. Con
las siguientes coordenadas: Latitud: -12.94, Longitud: -74.2478 12° 56' 24" Suir,
74° 14' 52" Oeste.

3.2.2. Muestra

Hojas y tallos de Artemisia absinthium L. “ajenjo” en cantidad de dos Kilos,
respectivamente. Las muestras fueron obtenidas de un huerto del distrito de
Huanta en la region Ayacucho, luego transportadas al Laboratorio del CIBMB,
para su respectivo procesamiento.

3.2.3. Muestreo

Muestreo de tipo no probabilistico o dirigido, donde se obtuvo subgrupo de la
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poblacion muestra, la cual se seleccioné los componentes, de acuerdo al tipo de

investigacion, mas no de la probabilidad.

Criterios de insercion

Matas de Artemisia absinthium L. “ajenjo” frescas y en buen estado.

Criterios de exclusion

Matas de Artemisia absinthium L. “ajenjo” marchitas y en mal estado.

3.3. Unidad experimental

ADN gendmico humano y ADN gendmico de Escherichia coli a concentracion de

1500 ug/uL por cada prueba, respectivamente.

3.4. Metodologiay recoleccién de datos

3.4.1. Recoleccion de la muestra

Los especimenes de Artemisia absinthium L. “ajenjo” se obtuvieron mediante la

recoleccién en un huerto ubicado en distrito de Huanta sito en la regiéon de

Ayacucho, y fueron inmediatamente transportadas al laboratorio del CIBMB para

su procesamiento y al Laboratorio de Botanica para la identificacion taxonémica.

3.4.2. Procesamiento de la muestra de Artemisia absinthium L. “ajenjo”

Secado.- Las muestras fueron lavadas con agua a presiéon a fin de remover los

vestigios de tierra. Para su conservacion y tener buen secado, se colocaron a

condiciones ambientales adecuadas, es decir, bajo sombra, temperatura del

ambiente y como soporte se usa el papel madera (kraft) los cuales fueron

cambiadas continuamente y volteadas las muestras con el objetivo de obtener un

desecado homogéneo, previniendo la degradacion ocasionado por humedad y

apartando las partes de la planta que se observen alteradas en el color o0 exhiban

signos de deterioro y/o alteracion.

Molienda.- Se realiz6 en mortero de porcelana previamente esterilizado, las

muestras secas se molieron hasta obtener un polvo fino.

3.4.3. Obtenciéon de los extractos hidroalcohélicos de hojas y tallos de
Artemisia absinthium L. “ajenjo”

Se pes6 100 gr de muestra seca y pulverizada, tanto de hojas como de tallos de

manera separada, cada una de ellas se vaciaron en su respectivo frasco de

vidrio color ambar y se agregaron a cada uno 1 L de solvente etanol: agua (3:1)

gue resultd de mezclar 750 ml de etanol de 96° con 250 ml de agua bidestilada

estéril; cubriendo a las muestras. Se estuvo agitando los frascos por un tiempo de

15 minutos en un intervalo de dos veces al dia, por un plazo de 7 dias del

macerado, con el objetivo de que el solvente se disperse uniformemente en las
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muestras, estos frascos de los macerados se conservaron en un lugar fresco,
seco y en sombra. Seguidamente se filtré usando papel filtro, luego se llevo cada
filtrado, al dispositivo de evaporador rotatorio BUCHI-3000 a una presion limitada,
y reducida, por ultimo se congreg6 a sequedad llevando a una estufa MEMMERT
a 37°C. Después de estos extractos se ejecutd las determinaciones cualitativas
fitoquimicas y se dispuso las diversas concentraciones del extracto o latex para
los ensayos de genotoxicidad. (Anexo 4)

3.4.4. Tamizaje fitoquimico de los extractos hidroalcohélicos de hojas y

tallos de Artemisia absinthium L. “ajenjo”

La marcha fitoquimica cualitativa de los extractos hidroalcohdlico de hojas y
tallos de Artemisia absinthium L. “ajenjo” respectivamente, fueron realizados para
su identificacion de los diversos metabolitos secundarios. Las pruebas para la
identificacion se realizaron prosiguiendo el método propuesto por Lock®™. (Anexo
10).

Tabla 1. Caracteristicas obtenidas mediante pruebas para identificar metabolitos

secundarios de plantas.

Metabolitos Ensayos: con C
. . Observacioén
secundarios reactivos
Dragendorff
. Mayer Formacién de un precipitado en la totalidad
Alcaloides . . L
Hager de las reacciones, si es positivo.
Wagner

Precipitado formando una coloraciéon de
anaranjado a rojo.
Color amarillo, anaranjado, o rojo en la etapa

Lactonas y/o cumarinas Baljet

Flavonoides Shinoda o
amilica
. Si es positivo la fase amoniacal es de color
Quinonas Borntrager .
rojizo o rosada.
. . Coloracion verde carmelita a luz UV, indica
Catequinas Catequinas .
un ensayo positivo.
. Si es positivo hay formacion de espuma en la
Saponinas Espuma

superficie.

Formacion de precipitado rojo ladrillo, en
caso de ser positivo

Formacion de una coloracién verde intenso,

AzUlcares reductoras Benedict

Taninos y/o fenoles Cloruro férrico

azul o negruzca.
Aminas (amino4cidos) Ninhidrina Se da coloracion violeta.
Cardendlidos Kedde Coloracion violacea.

Fuente: segtn Lock™

3.5. Extraccién de ADN genémico a partir de sangre humana
Este proceso se lleva a cabo en las instalaciones del Centro de Investigacion en

Biologia Molecular y Bioinformatica, y se obtiene una bolsa de recoleccion de
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sangre "cuadruple" separada que contiene paquetes de globulos blancos (para

desechos), esto es a través del Hospital Regional de Ayacucho Una donacion

del banco de sangre "Miguel Angel Mariscal Llerena", del cual se obtuvo un

paquete de globulos blancos. Este procedimiento se basa en el procedimiento

descrito en Lodish.>* (Anexo 7).

Procedimiento

1.

10.

11.

Se transfiri6 1 ml de plasma (sangre) a un tubo de centrifuga con tapa, se
agregaron 9 ml del tampén Tris-HCI 50 mM (pH 7,7), recientemente
calentado a 37°C.

Se mezclé y se prepar6 a 37°C por un tiempo de 30 minutos, luego
centrifugamos a 2,500 rpm por un tiempo de 10 minutos para sedimentar los
glébulos blancos.

Se desechd el excedente aspirando con la ayuda de una pipeta Pasteur
sobrando 1ml del centrifugado en la base del tubo.

Se repite el procedimiento, es decir, agregar Tris HCI 50 mM luego
centrifugar, repetir 3 veces hasta obtener una solucioén de color claro.

Se agreg6 1ml de centrifugado, 9ml de solucion salina (NaCl al 0.85%) se
homogenizé luego se centrifugd a 2,500 rpm por 10 minutos.

Se aspir6 luego se descart6 el excedente dejando solo el sedimento, se
resuspendi6 el sedimento en 0,5 ml de la solucion High TE (Tris-HCI 10 mM,
pH 8.0; EDTA 100 mM). Se resuspendi6 el sedimento y se transfirid a un
tubo de microcentrifuga de 2 ml.

Se adicioné 0,5 ml de solucion de lisis (Tris-HCI10 mM, pH 8.0; EDTA 40
mM; SDS al 1%; NaCl10 mM). Atemperado a 50°C.

Se adicion6 10 uL de solucién de proteinasa K (20 mg/ml) y se puso a incubar
por una noche a 53°C.

Se agregé 1 ml de solucién fenol saturado con Tris: cloroformo: alcohol
isoamilico (25:24:1), y se homogeniz6 con movimientos suaves, en forma
invertida un lapso de 10 minutos.

Se centrifugd a 12,000 rpm durante 10 minutos para obtener dos fases de la
solucion, luego se aspird la fase acuosa que se encuentra en la parte
superior del tubo conteniendo el ADN luego se transfirié a otro tubo nuevo y
limpio para microcentrifuga de 2 ml.

Se afadi6 a la fase acuosa 1ml de solucion de cloroformo: alcohol isoamilico

(24:1) homogenizando por inversion con movimientos suaves por un lapso
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12.

13.

14.

15.

16.

de 5 minutos. Luego se procedié a centrifugar 12,000 rpm durante 10
minutos. Se aspiro la fase acuosa que contiene el material genético (ADN) y
se transvaso a un tubo nuevo y limpio de microcentrifuga de 2 ml.

Se volvié a realizar el método anterior con el objetivo de obtener una fase
acuosa totalmente clara, transparente.

Se adicion6 alcohol isopropilico frio y se dejé en reposo por 1 hora en la
nevera. Luego se llevo a la centrifuga 12,000 rpm durante 15 minutos.

Se desechd de manera cuidadosa el sobrenadante para luego enjuagar el
sedimento con 1 ml de etanol al 70 %.

Se llevé a la centrifuga a 12,000 rpm durante 10 minutos. Se eliming el
alcohol, luego se dej6 a temperatura ambiente para dejar que seque el
sedimento.

Se volvib a suspender el sedimento colocando 200 ul de la solucién Low TE
(Tris HCI 50 mM, pH 8.0; EDTA 1 Mm), y finalmente se lleva a la nevera para

Su conservacion y posterior uso.

3.6. Cultivo de Escherichia coli y extraccion del ADN gendémico

Se realiz6 la reactivacion de la cepa Escherichia coli, en caldo EC incubandose a

37°C durante 24 horas, luego se sembrd por agotamiento de superficie sobre

agar Miller Hinton (MH) incubandose a 37°C durante 24 horas, con el objetivo de

obtener una biomasa bacteriana y a partir de ella se extrajo el ADN gendémico

con el siguiente protocolo, de acuerdo a Yoc®%: (Anexo 6)

1.

Se anex0 400 pL de tampon buffer 1X TE en un tubo eppendorf de 2 ml,
utilice un anillo kolle para transferir alrededor de 100 miligramo de conjuntos
de células de cultivos adolescentes de E. coli y después desactivelos a 85°C
alo largo de 25 min.

Afadir 60 pL de lisozima (10 miligramo/mL) e incubar en un bafio de agua a
37°C alo largo de 2 horas.

Posteriormente, afiada SDS / Proteasa K (75 uL de SDS al 10% + 5 yL de
PK 10 miligramo/mL) e incube a 65°C a lo largo de 15 min.

100 pyL de NaCl 5 M mas 5 puL de CTAB (bromuro de N-cetil-N, N, N-
trimetilamonio), incubar a 65°C a lo largo de 15 min.

Adicionar 750 pL de cloroformo: alcohol isoamilico (24: 1), homogeneizar
delicadamente a lo largo de 5 min y centrifugar a 14.000 rpm a lo largo de 15
min.

Luego de conformar 2 capas en el tubo eppendorf, transfiera con cuidado el
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10.

11.

12.

sobrenadante a otro tubo eppendorf.

Se afiadié 600 pL isopropanol frio, luego se llevé el tubo a — 20°C durante
toda la noche.

Luego, se centrifugd a 14000 rpm por 15 minutos y se desecho el
sobrenadante.

Se afiadio 1 mL de etanol al 70%, y se centrifug6 a 14 000 rpm por 10 min.
Se desechd el sobrenadante, dejando evaporar el etanol y se hidraté el
sedimento agregando 50 L de agua bidestilada estéril.

Se afadié 1 yL ARNasa de 20 mg/ yL y se incubd a 37°C por un tiempo de
1 hora.

Luego se procedi6 a guardar a temperatura de — 20°C incluso su uso

posterior.

3.7. Cuantificacion y observacion de la calidad de ADN gendémico de

Escherichia coli.

3.7.1. Por espectrofotometria

La cuantificacion del ADN obtenido de las diferentes muestras, se realizé con el

siguiente procedimiento: Yoc>.

Se homogenizd agitando con movimientos suaves (diez veces), los ejemplares

de ADN con un micropipeto de 100 pL previamente desinfectada.

1.

Se adecud el espectrofotdmetro UV marca Eppendorf Bio Photometer ®
plus, con el objetivo de ponderar cuantitativamente el ADN.

Se utiliz6 2 pL de agua bidestilada estérilizada, con el objeto de realizar una
limpieza de la superficie de muestra del adaptador, luego de un rato se
absorbi6 ésta agua utilizando papel “tistu”, y se repiti6 dos veces para
garantizar una mejor limpieza.

Nuevamente se depositd otros 2 pL de agua bidestilada estéril sobre la
superficie del adaptador, se colocé la tapa de factor 50 — Lp 0,2 mm para
luego presionar la opcién BLANK para calibrar y obtener “cero de
Absorbancia” (0.000 A°).

Se absorbié el agua utilizando papel “tisu”, luego se colocd 2 uL de la
muestra de ADN, se coloco la tapa y presioné la opcion SAMPLE con la
finalidad de hacer lectura de los resultados de la cuantificacion y pureza de
ADN, en la pantalla del equipo; luego se absorbi6 la muestra con papel “tisu”.
Se realizaron de nuevo las pasos d) y e) para la cuantificacion de cada

muestra de ADN.

30



6. Una vez finalizada la cuantificacion de ADN, se agregdé 2 pL de agua
bidestilada estéril, luego de 30" se secd con papel “tisu” y finalmente apagar
el equipo.

3.7.2. Por electroforesis

La calidad, en términos de integridad del ADN obtenido de las diferentes

muestras, fue visualizada mediante electroforesis, realizando los siguientes

pasos:

1. Alistamos el volumen de carga para la electroforesis en gel de agarosa al
1% para cada muestra de ADN conforme con la sucesiva tabla.

Tabla 2. Premisa de carga de ADN para visualizar banda en electroforesis.
Ayacucho, 2019. Yoc*%.
N°de carrilen  ADN (uL) Buffer Loading 6X Aguagrado PCR Volumen final de
gel de agarosa (uL) (uL) carga (pL)
01 07 01 02 10

2. Cologue todo el contenido de la mezcla individualmente en cada pocillo del
gel de agarosa al 1%, en su propio carril.

3. Después, conecte la cdmara de electroforesis a una fuente de energia y
déjela funcionar a 30 voltios a lo largo de 1 hora.

4. Sumerja el gel de agarosa en un recipiente que contenga bromuro de etidio
al 1% a lo largo de 15 min, después enjuague cuidadosamente 2 veces con
agua del grifo o agua del grifo y después visualicelo con radiacion
ultravioleta en el sistema de registro de datos. Biometra UV solo tiene
imagenes de la marca TS. Miranda.>

3.8. Ensayo de genotoxicidad in vitro “método Tomasevich”

Los ADN gendmicos humano y de Escherichia coli, fueron sometidos a los

ensayos de genotoxicidad, independientemente, siguiendo el procedimiento

descrito en Miranda® con las siguientes etapas: (Anexo 5)

3.8.1. Fase de cuantificaciéon y preparacion de stock de ADN gendmico

obtenido para el ensayo

La muestra de ADN, fue cuantificada por espectrofotometria UV, en un equipo

marca Eppendorf BioPhotometer plus; a partir del cual se preparé un stock a

concentracion de 1 500 ng/uL en volumen final de 200 L, para cada ensayo de

genotoxicidad de la planta medicinal en estudio.
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3.8.2. Fase de ensayo de genotoxicidad in vitro del extracto
hidroalcoholico de Artemisia absinthium L. “ajenjo”, sobre ADN
gendémico

Se realiz6 la preparacion en primer lugar las soluciones del extracto

hidroalcohdlico de Artemisia absinthium L. “ajenjo”, a concentraciones de 5, 10,

25, 50 y 100 mg/mL, respectivamente, para el primer ensayo; posteriormente se

prepar6é concentraciones de 50, 100, 200, 300, 400 y 500 mg/mL,

respectivamente, para el segundo ensayo.

Ademas, prepare el tubo con 14 yl de ADN mas 6 ul de extracto de

concentracién mas alta y 3 ul de proteinasa K.

Las condiciones de la mezcla utilizada para las pruebas de genotoxicidad in vitro

del ADN gendmico son las siguientes:

Tabla 3. Concentraciones de Artemisia absinthium L. "ajenjo" para preparar una mezcla

para pruebas de genotoxicidad in vitro de extractos de ADN gendmico.

Condiciones Mezclas para ensayo de genotoxicidad in vitro

06 07 08
Ne° de tubo 01 02 03 04 05

B C c/PK
Stock de ADN (1 500 ng/pL) Vol. en pL 14 14 14 14 14 - 20 14
Extracto Concentracion (%) 5 10 25 50 100 100 - 100
hidroalcohdlico

o Volumen (pL) 06 06 06 06 06 20 - 06

de “ajenjo”
Proteinasa K - - - - - - - 03
Volumen total (pL) 20 20 20 20 20 20 20 23
Incubacién en bafio Maria a 37 °C 1 hora

Tabla 4. Concentraciones de extractos alcohélicos de agua de Artemisia absinthium L.
"ajenjo" en el ADN gendmico para preparar una mezcla para las pruebas de
genotoxicidad in vitro.

Condiciones Mezclas para ensayo de genotoxicidad in vitro
7 8 9
B C c/PK

N° de tubo 01 02 03 04 05 06

Stock de ADN (1 500 ng/uL)

14 14 14 14 14 14 - 20 14

Vol. en pL
Extracto Concentracion

) ] 50 100 200 300 400 500 500 - 500
hidroalcohdlico (%)
de “ajenjo” Volumen (pL) 06 06 06 06 06 06 20 - 06
Proteinasa K - - - - - - - - 03
Volumen total (uL ) 20 20 20 20 20 20 20 20 23
Incubacién en bafio Maria a 37 °C 1 hora

Se repiti6 cuatro veces cada prueba de genotoxicidad in vitro de la planta

medicinal Artemisia absinthium L. "ajenjo" a estudiar.
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3.8.3. Fase de electroforesis para la deteccion de genotoxicidad

Se procedié a preparar un gel de agarosa al 01% colocandolo luego en una
camara de electroforesis marca Biometra. Para el espesor de carga en el pozo
de gel de agarosa, se empled la porcidn especificada en el sucesivo tablon:

Tabla 5. Digestion de ADN gendmico y el extracto hidroalcohélico extraido de Artemisa
"ajenjo" se usaron para elaborar un volumen de solucién en los pocillos de gel de

agarosa para prueba de genotoxicidad in vitro, conjunto 1, Ayacucho 2019.

Condiciones Volimenes de carga para ensayo de genotoxicidad in vitro
N° de carril del gel 01 02 03 04 05 06 07 08 09
Concent. Marcador
05 10 25 50 100 B C c/PK
Muestra  (mg/mL) molecular*1kb
ADN-Ext  Volumen
05 08 08 08 08 08 08 08 08
(HL)
Loading (L) 02 02 02 02 02 02 02 02 02
Volumen total (uL ) 07 10 10 10 10 10 10 10 10

*Marcador de tamafio molecular de 1Kb, marca England biolabs (1 kb PLUS TM DNA Ladder).

Después hizo la instalacién de la camara de electroforesis en la fuente de
energia y programela para que funcione a 40 voltios (V) a lo largo de 150 min.

Tabla 6. Digestion de ADN gendmico y el extracto hidroalcohélico extraido de Artemisia
se utilizan para preparar un volumen de solucién en los pocillos del gel de agarosa.
"ajenjo", para ensayo de genotoxicidad in vitro, grupo 2. Ayacucho 2019.

Condiciones Volumenes de carga para ensayo de genotoxicidad in vitro
N° de carril del gel 01 02 03 04 05 06 07 09 10 11
Concent. Marcador
50 100 200 300 400 500 B C c/PK
Muestra (mg/mL) molecular1kb
ADN-Ext  Volumen
05 08 08 08 08 08 08 08 08 08
(HL)
Loading (uL) 02 02 02 02 02 02 02 02 02 02
Volumen total (uL ) 07 10 10 10 10 10 10 10 10 10

Después hizo la instalacién de la camara de electroforesis en la fuente de
energia y programela para que funcione a 40 voltios (V) a lo largo de 150 min.
3.8.4. Fase de lectura por radiaciéon UV

Después de la electroforesis, sumerja el gel de agarosa en una soluciéon de
bromuro de etidio al 1% durante aproximadamente 15 minutos, lavé dos veces
con una gran cantidad de agua destilada haciendo observacion de las bandas
genotobxicas y/o los productos de fragmentos de ADN. Coloqué el gel de agarosa
en radiacion Biometra UV dentro del Sistema de grabacion de imagenes UVsolo
TS.
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3.8.5. Fase de interpretacidén visual y clasificacion de la genotoxicidad,
en el registro fotogréafico

El nivel de fragmentacion del ADN debido a la genotoxicidad del derivado de la

planta medicinal en estudio, que son visualizados en el registro fotogréafico, se

llevaron a una escala de valores numéricos, estdn fundamentados en la

categorizacion del “ensayo cometa” planteado por Speit (1995) y Collins (2004),

en el trabajo de investigacion de Ménica Marisol Larrea Poma.*®

Tabla 7. Clasificacién visual de la fragmentacion in vitro del ADN, en términos de niveles

de su fragmentacion (valores numéricos), observados en registro fotografico.

Clase: Valor numérico Genotoxicidad
0 Fragmentacion de ADN < 5%
1 Fragmentacién 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

3.9. Tipo de investigacion

La investigacion realizada corresponde al tipo experimental, debido a que este
estudio reune los requisitos fundamentales para obtener validez interna y control:
a) semejanza entre los grupos, y b) conjuntos de comparaciones (manejo de la
variable independiente).

3.10. Disefio de investigacién

La averiguacion elaborada ha sido un disefio de conjunto de control y
posprueba, que ha incluido 2 equipos: un conjunto recibié procedimiento
empirico y el otro conjunto no recibié procedimiento (grupo de control). Al operar
la variante independiente, muestra 2 niveles: vida e inexistencia. Finalmente del

funcionamiento de ambos conjuntos, se mide la variable dependiente en analisis.

Tabla 8. Disefio de investigacion con post ensayo Unicamente y grupo de control.

Grupo Timpo de incubacion Tratamiento Observacion
Control 01
blanco 02
5mg/mL 03
10mg/mL 04
25mg/mL 05
50mg/mL 06
G 1 hora 100mgg/mL 07
200mg/mL o8
300mg/mL 09
400mg/mL 010
500mg/mL 011
Pk 012
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Se realizaron cuatro repeticiones de cada ensayo.

3.11. Analisis de datos estadisticos

Los datos conseguidos se resumen y muestran en tablas, con fotografias y
figuras para describir y verificar los resultados de la encuesta. El valor del dafio
del grado de ADN expresado se cree usando el paquete estadistico SPSS 23
version, usando la prueba de Kruskal-Wallis, la més conveniente para muestras
no paramétricas. Un valor con p <0,05 se considerara un grado significativo
estadisticamente.

Por ello se plantea la siguiente hipotesis:

HO = No presenta genotoxicidad.

Hi = Presenta genotoxicidad.
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IV. RESULTADOS

37



Tabla 9. Cribado fitoquimico para identificar los metabolitos secundarios existentes en

los extractos hidroalcohdlicos de las hojas y tallos de Artemisia absinthium L. "ajenjo".

Ayacucho, 2019.

Extracto hidroalcohélico

Metabolitos . o L .
secundarios Ensayos  Artemisia absinthium L. “ajenjo” Observaciones
Hojas Tallos
Dragendorff +++ +++ Hay formacién de
Alcaloides Mayer et t preC|p|tado en todas las
reacciones
Feqoles ylo C[orgro et et Formaqlpn de una
taninos Férrico coloracién negruzca
Hay una coloracion amarilla,
Flavonoides Shinoda +++ ++++ naranja, carmelita o rojo en
la fase amilica
Aminoéacidos S o
libres Ninhidrina ++++ ++++ Coloracion violeta
Coloracion verde carmelita
Catequinas Catequinas ++ +++ a luz UV, indica un ensayo
positivo
Azlcares . . Formacion de precipitado
Benedict Negativo +++ _ \ precip
Reductores rojo ladrillo
. Incoloro en solucion acida.
Sustancias KMnO Negativo Negativo Precipitado marrén en
reductoras 4 9 9 P
neutro
. . . Formacién de espuma al
Saponinas Espuma Negativo Negativo -
P P 9 9 superficie
Cardendlidos Kedde Negativo Negativo No hay coloracién violdcea
Leyenda:
) : Negativo
(+) : Trazas
(++) : Poco
(+++) : Regular
(++++) : Abundante
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Figura 1. Registro fotografico del ensayo genotdxico in vitro del extracto hidroalcohélico
de hojas de Artemisia absinthium L. “ajenjo” a concentraciones de 5, 10, 25, 50 y 100
mg/ml, frente a ADN gendmico humano incubado a 37°C durante una hora. CIBMB-
UNSCH. Ayacucho 2019.

Leyenda:

Carril N° 1: Marcador de tamafio molecular 1kb (England biolabs)

Carril N° 2: Con 5 mg/ml

Carril N° 3: Con 10 mg/ml

Carril N° 4: Con 25 mg/ml

Carril N° 5: Con 50 mg/ml

Carril N° 6: Con 100 mg/ml

Carril N° 7: Con 100 mg/ml del extracto hidroalcohélico (blanco).

Carril N° 8: Con ADN puro (control).

Carril N° 9: Con 100 mg/ml extracto hidroalcohdlico + Proteinasa K Volumen de carga: Muestra (8 pL) + loading
(2uL) = 10 pL. Condiciones de electroforesis: 40 voltios durante 150 minutos.
Coloracion de ADN: Bromuro de etidio al 1% durante 15 minutos.
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Figura 2. Registro fotografico de la prueba genotdxico in vitro del extracto
hidroalcohdlico de hojas de Artemisia absinthium L. “ajenjo” a concentrados de 200, 300,
400 y 500 mg/ml, frente a ADN gendmico humano, incubado durante una hora a 37°C.
CIBMB- UNSCH. Ayacucho 2019.

Leyenda:

Carril N° 1: Marcador de tamafio molecular de 1Kb (England biolabs)

Carril N° 2: Con 200 mg/mL

Carril N° 3: Con 300 mg/mL

Carril N° 4: Con 400 mg/mL

Carril N° 5: Con 500 mg/mL

Carril N° 6: Con 500 mg/mL del extracto hidroalcohdlico (blanco).

Carril N° 7: Con ADN puro (control).

Carril N° 8: Con 500 mg/mL del extracto hidroalcohélico + Proteinasa K Volumen de carga: Muestra (8 pL) +
loading (2pL) = 10 pL. Condiciones de electroforesis: 40 voltios durante 150 minutos.
Coloracion de ADN: Bromuro de etidio al 1% durante 15 minutos.
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Tabla 10. Valores de prueba de genotoxicidad in vitro de 5, 10, 25, 50, 100, 200, 300,
400 y 500 mg / ml del extracto de agua y alcohol de hojas de "ajenjo" de artemisa. ADN
gendmico humano incubado a 37°C, 1 hora. CIBMB-UNSCH. Ayacucho 2019.

Condiciones de la Artemisia absinthium L. “ajenjo”
incubacion Extracto hidroalcohélico de hojas
Temperatura Tiempo -
°C) ) Concentracion en mg/mL
10 25 50 100 200 300 400 500
3 3 4 4 4
37 1

O O O O O
o O o o

1 2
1 2 3 3 4 4 4
1 2 3 3 4 4 4
1 2 3 3 4 4 4
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Figura 3. Nivel de genotoxicidad in vitro del extracto hidroalcohdlico de hojas de
Artemisia absinthium L. “ajenjo” a concentraciones de 5, 10, 25, 50, 100, 200, 300, 400 y
500 mg/ml, ante ADN gendmico humano, incubado a 37°C a lo largo de una hora.
CIBMB-UNSCH. Ayacucho 2019. Ensayo de Kruskal-Wallis (H=35,0, GL=8, P=0.000).
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Figura 4. Registro fotogréafico del ensayo genotoxico in vitro del extracto hidroalcohélico
de tallos de Artemisia absinthium L. “ajenjo” a concentraciones de 5, 10, 25, 50 y 100
mg/ml, ante ADN gendémico humano incubado a 37°C a lo largo de una hora. CIBMB-
UNSCH. Ayacucho 2019.

Leyenda:

Carril N° 1: Marcador de tamafio molecular 1kb (England biolabs)

Carril N° 2: Con 5 mg/ml

Carril N° 3: Con 10 mg/ml

Carril N° 4: Con 25 mg/ml

Carril N° 5: Con 50 mg/ml

Carril N° 6: Con 100 mg/ml

Carril N° 7: Con 100 mg/ml del extracto hidroalcohélico (blanco).

Carril N° 8: Con ADN puro (control).

Carril N° 9: Con 100 mg/mL extracto hidroalcohdlico + Proteinasa K Volumen de carga: Muestra (8 pL) +
loading (2pL) = 10 pL. Condiciones de electroforesis: 40 voltios durante 150 minutos.
Coloracion de ADN: Bromuro de etidio al 1% durante 15 minutos.

44



3 <
Marcador 200

mg/mi

Figura 5. Registro fotografico del ensayo genotdxico in vitro del extracto hidroalcohdlico
de tallos de Artemisia absinthium L. “ajenjo” a concentraciones de 200, 300, 400 y 500
mg/ml frente a ADN gendémico humano, incubado durante una hora a 37°C. CIBMB-
UNSCH. Ayacucho 2019.

Leyenda:

Carril N° 1: Marcador de tamafio molecular de 1Kb (England biolabs)

Carril N° 2: Con 200 mg/mL

Carril N° 3: Con 300 mg/mL

Carril N° 4: Con 400 mg/mL

Carril N° 5: Con 500 mg/mL

Carril N° 6: Con 500 mg/ml del extracto hidroalcohdlico (blanco).

Carril N° 7: Con ADN puro (control).

Carril N° 8: Con 500 mg/mL del extracto hidroalcoholico + Proteinasa K Volumen de carga: Muestra (8 pL) +
loading (2pL) = 10 pL. Condiciones de electroforesis: 40 voltios durante 150 minutos.
Coloracion de ADN: Bromuro de etidio al 1% durante 15 minutos.
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Tabla 11. Los valores de prueba de genotoxicidad in vitro de los extractos
hidroalcohdlicos de tallos de "ajenjo" de Artemisia en concentraciones de 5, 10, 25, 50,
100, 200, 300, 400 y 500 mg / ml, representativamente, frente a ADN genémico humano
a 37°C, se incubo a C en el lapso de 1 hora. CIBMB-UNSCH. Ayacucho 2019.

Condiciones de la Artemisia absinthium L. “ajenjo”
incubacion Extracto hidroalcohdlico de tallos
Temperatura Tiempo ‘.
) (hora) Concentracién en mg/mL
10 25 50 100 200 300 400 500
3 4 4 4 4
37 1

O o o o u
N

2
2
2
2

w W w w

3 4 4 4 4
3 4 4 4 4
3 4 4 4 4
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Figura 6. Nivel de genotoxicidad in vitro del extracto hidroalcohdlico de tallos de
Artemisia absinthium L. “ajenjo” a concentrados de 5, 10, 25, 50, 100, 200, 300, 400 y
500 mg/ml, ante ADN gendmico humano, incubado a 37°C a lo largo de una hora.
CIBMB-UNSCH. Ayacucho 2019. Prueba de Kruskal-Wallis (H=35,0, GL=8, P=0.000).
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Figura 7. Registro fotogréafico del ensayo genotoéxico in vitro del extracto hidroalcohdlico
de hojas de Artemisia absinthium L. “ajenjo” a concentraciones de 5, 10, 25, 50 y 100
mg/ml, frente a ADN gendmico de Escherichia coli, incubado a 37°C durante una hora.

CIBMB- UNSCH. Ayacucho 2019.

Leyenda:

Carril N° 1: Marcador de tamafio molecular 1kb (England biolabs)

Carril N° 2: Con 5 mg/ml

Carril N° 3: Con 10 mg/ml

Carril N° 4: Con 25 mg/ml

Carril N° 5: Con 50 mg/ml

Carril N° 6: Con 100 mg/ml

Carril N° 7: Con 100 mg/ml del extracto hidroalcohélico (blanco).

Carril N° 8: Con ADN puro (control).

Carril N° 9: Con 100 mg/ml extracto hidroalcohdlico + Proteinasa K Volumen de carga: Muestra (8 pL) + loading
(2uL) = 10 pL. Condiciones de electroforesis: 40 voltios durante 150 minutos.
Coloracion de ADN: Bromuro de etidio al 1% durante 15 minutos.
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Figura 8. Registro fotogréfico de la determinacion in vitro de genotoxicidad del ADN
gendmico de E. coli a partir del extracto hidroalcohdlico de hojas de Artemisia absinthium
L. "ajenjo" a concentraciones de 200, 300, 400 y 500 mg / mL, incubados a 37°C a lo
largo de 1 h. CIBMB-UNSCH. Ayacucho 2019.

Leyenda:

Carril N° 1: Marcador de tamafio molecular de 1Kb (England biolabs)

Carril N° 2: Con 200 mg/ml

Carril N° 3: Con 300 mg/ml

Carril N° 4: Con 400 mg/ml

Carril N° 5: Con 500 mg/ml

Carril N° 6: Con 500 mg/ml del extracto hidroalcohdlico (blanco).

Carril N° 7: Con ADN puro (control).

Carril N° 8: Con 500 mg/ml del extracto hidroalcohdlico + Proteinasa K.
Volumen de carga: Muestra (8 pL) + loading (2uL) = 10 pL. Condiciones de electroforesis: 40 voltios durante
150 minutos. Coloracion de ADN: Bromuro de etidio al 1% durante 15 minutos.
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Tabla 12. Valores numéricos del ensayo genotéxico in vitro del extracto hidroalcohélico
de hojas de Artemisia absinthium L. “ajenjo” a concentraciones de 5, 10, 25, 50, 100,
200, 300, 400 y 500 mg/mL, respectivamente, frente a ADN gendmico de Escherichia coli
incubado a 37°C durante una hora. CIBMB-UNSCH. Ayacucho 2019.

Condiciones de la Artemisia absinthium L. “ajenjo”
incubacion Extracto hidroalcohélico de hojas
Temperatura Tiempo ‘.
) (hora) Concentracién en mg/mL
10 25 50 100 200 300 400 500
4 4 4 4 4
37 1

w W w w o
w W w w
A A b b
A A b b

4 4 4 4 4
4 4 4 4 4
4 4 4 4 4
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Figura 9. Nivel de genotoxicidad in vitro del extracto hidroalcohdlico de hojas de
Artemisia absinthium L. “ajenjo” a concentraciones de 5, 10, 25, 50, 100, 200, 300, 400 y
500 mg/mL, frente a ADN gendémico de Escherichia coli, incubado a 37°C a lo largo de 1
h. CIBMB- UNSCH. Ayacucho 2019. Prueba de Kruskal-Wallis (H=35,0, GL=8, P=0.000).
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Figura 10. Registro fotografico del ensayo genotoxico in vitro del extracto hidroalcohélico
de tallos de Artemisia absinthium L. “ajenjo” a concentraciones de 5, 10, 25, 50 y 100
mg/mL, frente a ADN gendmico de Escherichia coli, incubado a 37°C durante una hora.
CIBMB- UNSCH. Ayacucho 2019.

Leyenda:

Carril N° 1: Marcador de tamafio molecular 1kb (England biolabs)

Carril N° 2: Con 5 mg/mL

Carril N° 3: Con 10 mg/mL

Carril N° 4: Con 25 mg/mL

Carril N° 5: Con 50 mg/mL

Carril N° 6: Con 100 mg/mL

Carril N° 7: Con 100 mg/mL del extracto hidroalcohdlico (blanco).

Carril N° 8: Con 100 mg/mL extracto hidroalcohdlico + Proteinasa K

Carril N° 9: Con ADN puro (control).

Volumen de carga: Muestra (8 pL) + loading (2uL) = 10 pL. Condiciones de electroforesis: 40 voltios durante
150 minutos. Coloracion de ADN: Bromuro de etidio al 1% durante 15 minutos.
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Figura 11. Registro fotografico del ensayo genotoxico in vitro del extracto hidroalcohélico
de tallos de Artemisia absinthium L. “ajenjo” a concentraciones de 200, 300, 400 y 500
mg/mL frente a ADN gendmico de Escherichia coli, incubado mientras pasa una hora a
37°C. CIBMB- UNSCH. Ayacucho 2019.

Leyenda:

Carril N° 1: Marcador de tamafio molecular de 1Kb (England biolabs)

Carril N° 2: Con 200 mg/mL

Carril N° 3: Con 300 mg/mL

Carril N° 4: Con 400 mg/mL

Carril N° 5: Con 500 mg/mL

Carril N° 6: Con 500 mg/mL del extracto hidroalcohdlico (blanco).

Carril N° 7: Con ADN puro (control).

Carril N° 8: Con 500 mg/mL del extracto hidroalcohdlico + Proteinasa K Volumen de carga: Muestra (8 pL) +
loading (2pL) = 10 pL. Condiciones de electroforesis: 40 voltios durante 150 minutos.
Coloracion de ADN: Bromuro de etidio al 1% durante 15 minutos.
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Tabla 13. Valores numéricos del ensayo genotdxico in vitro del extracto hidroalcohélico
de tallos de Artemisia absinthium L. “ajenjo” a concentrados de 5, 10, 25, 50, 100, 200,
300, 400 y 500 mg/mL, respectivamente, frente a ADN gendmico Escherichia coli
incubado a 37°C en el tiempo de una hora. CIBMB-UNSCH. Ayacucho 2019.

Condiciones de la Artemisia absinthium L. “ajenjo”
incubacion Extracto hidroalcohdlico de tallos
Temperatura Tiempo ‘.
) (hora) Concentracién en mg/mL
10 25 50 100 200 300 400 500
4 4 4 4 4
37 1

w w w w o
A D DD
L
L

4 4 4 4 4
4 4 4 4 4
4 4 4 4 4
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Figura 12. Nivel de genotoxicidad in vitro del extracto hidroalcohdlico de tallos de
Artemisia absinthium L. “ajenjo” a concentraciones de 5, 10, 25, 50, 100, 200, 300, 400 y
500 mg/mL, frente a ADN gendémico de Escherichia coli, incubado a 37°C en el lapso de
una hora. CIBMB- UNSCH. Ayacucho 2019. Prueba de Kruskal-Wallis (H=35,0, GL=8,
P=0.000).

55




V. DISCUSION

Al realizarse los ensayos especificos para detectar los metabolitos secundarios
presentes en los extractos hidroalcohdlicos de Artemisia absinthium L. “ajenjo”,
como se muestra en la Tabla 9, se evidencian entre ellos en concentraciones
abundantes (++++) los fenoles y/o taninos y aminoacidos libres tanto en hojas
como en tallos; flavonoides abundante concentracion (++++) en tallos y
concentracion regular (+++) en hojas; alcaloides en concentracion regular (+++)
tanto en hojas como en tallos; catequinas regular concentracion (+++) en tallos y
poca concentracion (++) en hojas; azUcares reductores concentracion regular
(+++) en tallos y ausente en hojas; ausencia de cardendlidos, sustancias
reductoras y saponinas tanto en hojas como en tallos. Estos datos revelan que
existe una relacion muy parecida entre los metabolitos secundarios presentes en
ambas partes de la planta, con la diferencia que en las hojas hay menos
flavonoides y catequinas que en el tallo, y la ausencia de azlcares reductores en
las hojas.

El informe de averiguacion desarrollado por Pillaca, L.'® y otros autores sefial6
qgue los metabolitos secundarios ubicados en el latex de Euphorbia peplus L.
"leche leche" son: lactonas y/o cumarinas, fenoles y/o taninos, alcaloides,
flavonoides, astringentes, saponinas y principios amargos, y en latex de Banyan
los alcaloides del "higo", las lactonas y/o cumarinas, los flavonoides y el
principios de amargor. Montes Enciso, M.? informé que los metabolitos
secundarios ubicados en el latex Argemone mexicana L. "Cardo santo" son:
alcaloides, compuestos fendlicos y taninos (+++), mientras tanto que el "diente
de ledn" en el latex de diente de ledn "Los metabolitos secundarios reconocidos
son: compuestos fendlicos y taninos (+++), alcaloides (+) y lactonas cardiacas
(+).

Nuestros resultados, son similares a los reportados en los trabajos citados, en el
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sentido de haber identificado tanto en hojas como en tallos de “ajenjo” fenoles
y/o taninos, amino&cidos libres, flavonoides, alcaloides, catequinas, azucares
reductores; siendo estos metabolitos secundarios, los probables responsables
del efecto genotdxico sobre el ADN gendémico humano y bacteriano ensayado.
Con la intencion de analizar de la mejor manera posible nuestros resultados,
procederemos en primera instancia interpretar las imagenes obtenidas:

En la Figura 1, el registro fotografico del producto de prueba de hojas de "ajenjo"
muestra que a concentraciones de 5, 10, 25, 50 y 100 miligramo/mL, incubacion
en 1500 ng/yL de ADN gendmico humano a lo largo de una hora a 37°C, las
lecturas son las préximas: El carril 1 incumbe al anotador de dimension atdmica
de 1 kb; los carriles 2 a 6 son los que se refieren al ADN genémico humano con
la concentracion respectiva del extracto hidroalcohdlico de las hojas, es posible
mirar que en los carriles 2 y 3, cada banda de ADN tampoco padecié alguna
fractura significativa. Se vio que la concentracion del extracto, el hidroalcohol a
concentraciones de 5 y 10 miligramo/ml, respectivamente, era la misma que la
banda de ADN gendmico humano sin intentar usada como "control" en el carril 8;
los carriles 4, 5 y 6 presentan las bandas de ADN. La concentracion se
disminuye gradualmente relacionadas con la concentracion del "control”, lo cual
se deberia a la fragmentacion provocada por los extractos a 25, 50 y 100
miligramo/m| proporcionalmente; carril 7, que corresponde al periodo del
"blanco”, o sea, el agua de la muestra de 100miligramo/mL de extracto de
alcohol, en la que no se vio ADN de "ajenjo". La banda vista en el carril 8 es ADN
genémico humano sin ningun procedimiento, que sirve como “control" para
equiparar con cada ADN procesado de diferentes concentraciones de extractos
hidroalcohdlicos.

El carril 9 pertenece al periodo de electroforesis de 1500 ng/uL de ADN
gendémico humano, usando 100 miligramo/mL del extracto de agua-alcohol de
hojas de "ajenjo" mas proteinasa K, lo cual muestra que la magnitud de la banda
de ADN ha disminuido, como se muestra en el carril 6. Haciendo distincién con el
"control", reiterando que la fragmentacién del ADN se deberia a la accion de los
metabolitos secundarios presentes en el extracto hidroalcohdlico, no a las
nucleasas que tienen la posibilidad de provenir de la muestra del "ajenjo”, pues
be proteasa Degradada por la acciéon de K, la proteasa K se incub6 a 37°C a lo
largo de horas.

Por otro lado, el registro fotogréfico de la Figura 2 revela los resultados de
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genotoxicidad de extractos de hojas de "ajenjo” en concentrados de 200, 300,
400 y 500 mg/ml, mientras que la concentracion de ADN gendémico humano es
de 1.500 ng/pl. El carril 1 concierne al anotador de tamafio atdmico de 1 kb; los
carriles 2 a 5 son carriles usados para procesar el ADN genémico humano. En la
situacion de la concentracién que corresponde de extracto hidroalcohdlico, se
puede estimar que en dichos carriles, debido a la fragmentacion, comparada con
el "control", el indice de refraccion de las bandas de ADN en dichos carriles
reduce gradualmente gracias a la predominacién de los extractos a 200, 300,
400 y 500 miligramo/ml; el carril 6 corresponde a la operacion de "blanco", que
es 500 miligramo/ml en el extracto hidroalcohdlico de "Artemisa”, no se vio la
existencia de ADN de "Artemisa". La banda vista en el carril 7 es ADN gendmico
humano sin ningln procedimiento, que sirve como "control" para equiparar con
cada ADN procesado de diferentes concentraciones de extractos
hidroalcohdlicos.

A continuacion, la octava pista implica la ejecucion de electroforesis del
programa de ADN gendémico humano de 1500 ng/uL, que contiene 500 mg / ml
de extracto hidroalcohdlico de hoja de "ajenjo" y proteinasa K, mostrando que el
color del ADN es del mismo tamafio que la quinta pista. .Las bandas se han
reducido, comparadas estas con el "control", se reitera que la fragmentacion del
ADN se debe a los metabolitos secundarios presentes en el extracto
hidroalcohdlico de las hojas, no a la nucleasa que puede provenir del "ajenjo",
porque seran degradados por la proteinasa K durante todo el proceso y se
incubaran a 37°C durante una hora.

Ademas, los resultados que se presentan en la Figura 1 y la Figura 2 se
fundamentan en la herencia de la Tabla Metodoldgica 7 como una referencia.
Los valores se manifiestan a grado de fragmentos de ADN gendmico humano.
La concentracidon del extracto se probd para establecer la genotoxicidad in vitro,
igual que en la Tabla 10; los detalles son 5 y 10 miligramo/ml respectivamente, la
fragmentacion del ADN es menor al 5% (valor = 0); 25 miligramo/ml, entre 5 y
20% (Valor = 1); 50 miligramo/ml, entre 20 y 40% (valor = 2); para 100 y 200
miligramo/mL, 40% a 95% (valor = 3) y 300, 400 y 500 miligramo/mL, la tasa de
fragmentacion de gendmico humano procesado ElI ADN (valor = 4) ha superado
el 95%.

Del mismo modo, tomando los valores enumerados en la Tabla 10 y hace uso

del examen de Kruskal-Wallis para el andlisis estadistico de comparacion del
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nivel de fragmentos del ADN gendémico humano en analisis y tratos. El
porcentaje (%) y la concentracion del extracto hidroalcohdlico se utilizan para
expresar el "amargor" de las hojas de Artemisia absinthium L. "ajenjo" se
expresa en miligramos por mililitro (mg/mL), como se muestra en la Figura 3. El
porcentaje de fragmentacién del ADN gendmico humano revela el nivel de
genotoxicidad. Formulada como hipétesis nula (Ho), todas las medianas son
iguales, como hipotesis alternativa (H1), es decir, al menos una mediana es
diferente. Los resultados muestran que para GL = 8 y H = 35.0, P = 0.000
valores; por lo tanto, se rechaza Ho y se acepta H1 porque P es menor que 0.05.
Por lo tanto, el grado de fragmentacion del ADN gendmico humano procesado
depende de la concentracion del extracto hidroalcohdlico de hojas de artemisa.
En otro logaritmo, la Figura 4, ilustra los registros fotograficos de electroforesis
de 1500 ng/uL de ADN gendémico humano con extractos de tallo de "ajenjo" en
concentraciones de 5, 10, 25, 50 y 100 miligramo/mL, Los detalles de la lectura:
El carrii 1 concierne al indice de tamafo atébmico; los carriles 2 a 6 son
manipulaciones de ADN genémico humano. Con la diferencia en la
concentracion del extracto de agua-alcohol del tallo, se puede mirar que la
concentracion de bandas de ADN en los carriles 3, 4, 5, y 6 Reduce
gradualmente. Para el "control" en el carril 8, el extracto se fragmentd bajo la
predominacién de 10, 25, 50 y 100 miligramo/mL; el carril 7 corresponde a la
ejecucion del "objetivo"; el carril 9 es el extracto de ADN procesado, mas La
enzima proteinasa K muestra que la reduccion de las bandas de ADN es
semejante a la de los carriles.

En el siguiente apartado, la figura 5 es el registro fotografico del extracto de los
tallos del “ajenjo” frente a ADN gendmico humano. El carril 1 es del marcador de
tamafo molecular; los carriles de 2 al 5 son los tratamientos a concentraciones
de 200, 300, 400 y 500 mg/mL de extracto frente al ADN genémico humano; se
puede verificar que en todos los carriles las bandas del ADN, son muy tenues
debido a la fragmentacién que ha sufrido por efecto de los extractos; el carril 6,
corresponde al corrido del “control”; el carril 7, es de tratamiento con extracto y
proteinasa K, con la totalidad de ADN fragmentado.

Los resultados revelados en las figuras 4 y 5, tomando como referencia la escala
de la tabla 7 de la metodologia, fueron llevados a valores numéricos designados
al grado de fragmentacion del ADN gendémico humano ensayados, los mismos

gue se reporta en tabla 11; detalla que con 10 mg/mL, la fragmentacion del ADN
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fue entre el 5 al 20% (valor = 1); con 25 mg/mL, entre 20 al 40% (valor = 2); con
50 y 100 mg/mL, entre 40 al 95% (valor = 3) , mientras que con 200, 300, 400 y
500 mg/mL, la fragmentacién fue mayor al 95% del ADN gendmico humano
tratado (valor = 4).

Conjuntamente, utilizando los valores enumerados en la Tabla 11, se utilizé la
prueba de Kruskal-Wallis para el andlisis estadistico para comparar el grado de
fragmentacion del ADN genomico humano en tratamiento. Los tallos de
Artemisia absinthium L. se expresaron en porcentaje (%) y la concentracion del
extracto hidroalcohdlico se expresa en miligramos por mililitro (mg/mL), como se
muestra en la Figura 6. El porcentaje de fragmentacion del ADN gendmico
humano revela el grado de genotoxicidad, formulado como hipétesis nula (Ho) de
gque todas las medianas son iguales, y como hipétesis alternativa (H1), que al
menos una mediana es diferente. Los resultados muestran que para GL = 8 y H
= 35.0, P = 0.000 valores; por lo tanto, se rechaza Ho y se acepta H1 porque P
es menor que 0.05. Por lo tanto, el grado de fragmentacion del ADN gendmico
humano procesado depende de la concentracién del extracto hidroalcohdlico de
los tallos de Artemisia "ajenjo”.

Ademas, con afinidad a los datos obtenidos de enfrentar los extractos de “ajenjo”
frente al ADN de Escherichia coli, interpretamos en los siguientes términos:

En la figura 7, es el registro fotografico de la electroforesis del extracto
hidroalcohélico de hojas del “ajenjo”, a concentraciones de 5, 10, 25, 50 y 100
mg/mL frente al ADN gendmico de Escherichia coli a 1500 ng/uL, cuya lectura es
como sigue: El carril 1 corresponde al marcador de tamafio molecular de 1 kb;
los carriles de 2 al 6 son los del tratamiento al ADN gendmico bacteriano, con los
extractos hidroalcohdlicos de las hojas, se puede discernir que en los carriles 2 'y
3 las bandas del ADN han sufrido fragmentacion notoria por efecto del extracto
hidroalcohélico a concentracion de 5 y 10 mg/mL, respectivamente, comparando
con la banda del ADN gendmico bacteriano “control” del carril 8; los carriles 4, 5
y 6 muestran bandas de ADN disminuidas casi en su totalidad respecto al
“control”, debido a la fragmentacion que ha sufrido por efecto de los extractos a
25, 50 y 100 mg/mL, respectivamente; el carril 7, corresponde al corrido del
“blanco” el extracto hidroalcohdlico de Artemisia absinthium L. “ajenjo” a 100
mg/mL, en la que no se observa la presencia de ADN procedente del “ajenjo”. El
carril 9, corresponde al tratamiento del ADN gendmico bacteriano con 100

mg/mL de extracto hidroalcohdlico mas la enzima proteinasa K, mostrando que
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la intensidad de la banda del ADN ha disminuido al igual que la del carril 6.

La figura 8, revela el resultado de genotoxicidad in vitro del extracto
hidroalcohdlico de hojas de Artemisia absinthium L. “ajenjo”, frente a ADN
genomico bacteriano a 1,500 ng/uL. El carril 1 es del marcador de tamafo
molecular de 1 kb; los carriles de 2 al 6 son los del tratamiento al ADN genémico
bacteriano con extractos a concentraciones de 200, 300, 400 y 500 mg/mL, se
puede verificar la ausencia de las bandas de ADN, porque en todos los casos
han sido fragmentadas comparando su refringencia con el carril 9 de “control’; el
carril 7, corresponde al “blanco” con extracto hidroalcohdlico de “ajenjo” a 500
mg/mL. El carril 8, corresponde al tratamiento del ADN gendmico bacteriano, con
500 mg/mL de extracto hidroalcohdlico de hojas de “ajenjo” mas la enzima
proteinasa K, mostrando que todo el ADN ha sido fragmentado al igual que la del
carril 5.

Los resultados explicados en la Figura 7 y la Figura 8 se fundamentan en la
interaccion de la Tabla Metodoldgica 7, y el valor se designa como el nivel de
fragmentacion del ADN gendmico bacteriano como producto de la prueba de
genotoxicidad in vitro. La concentracion de la sustancia es la igual que se
informa en la Tabla 12; la explicacién descriptiva es de 5 y 10 miligramo/mL
respectivamente, y la tasa de fragmentacion esta entre el 40% y el 95% (valor =
3), y para 25, 50, 100, 200, el porcentaje de bacterias ADN gendmico tratado con
300, 400 y 500 miligramo/mL con una tasa de fragmentaciéon mayor a 95 (valor =
4).

Tomando los valores numéricos consignados en la tabla 12, se realizaron los
andlisis estadisticos con la prueba de Kruskal — Wallis, confrontando el grado de
fragmentacion del ADN gendmico bacteriano en tratamiento, expresado en
porcentaje (%) versus la concentracion del extracto hidroalcohdlico de hojas de
Artemisia absinthium L. “ajenjo” expresado en miligramos por mililitro (mg/mL),
expuesto en la figura 9. El porcentaje de fragmentacion del ADN genémico
bacteriano revelan el grado de genotoxicidad, formulandose, como hipétesis nula
(Ho) que todas las medianas son iguales y como hipoétesis alterna (H1) que al
menos una mediana es diferente. Los resultados reportan que para GL= 8 y H=
35,0 el valor de P= 0,000; por tanto, se rechaza la Ho y se acepta la H1, porque
P resulté menor que 0.05. En consecuencia, el grado de fragmentacion el ADN
genomico de Escherichia coli tratado, depende de la concentracién del extracto

hidroalcohdlico de hojas de Artemisia absinthium L. “ajenjo”.

62



En la figura 10, incumbe a la electroforesis del extracto hidroalcohdlico de tallos
del “ajenjo”, frente al ADN gendémico de Escherichia coli a 1500 ng/uL, cuya
lectura se detalla: El carril 1 corresponde al marcador de tamafio molecular; los
carriles de 2 al 6 son los del tratamiento al ADN gendmico bacteriano, con
extracto hidroalcohdlico a concentraciones de 5, 10, 25, 50 y 100 mg/mL, se
puede interpretar que el carril 2 muestra una banda de ADN muy tenue en su
concentracién respecto al “control” del carril 9; el carril 7, corresponde al corrido
del “blanco”; el carril 8, es del tratamiento del ADN con extracto, mas la enzima
proteinasa K, mostrando que la banda del ADN ha disminuido similar al carril 6.
Del mismo modo, la figura 11, refleja los siguientes resultados: el carril 1 es del
marcador de tamafio molecular; los carriles de 2 al 6 son los tratamientos a
concentraciones de 200, 300, 400 y 500 mg/mL del extracto frente al ADN
gendémico bacteriano; se puede verificar que en todos los carriles no hay
presencia de banda del ADN, por la fragmentacion que ha sufrido por efecto de
los extractos; el carril 8, corresponde al corrido del “control” con banda de ADN
muy tenue, probablemente por efecto de la degradacion del extracto de alta
concentracion (500 mg/mL) que corrid en el carril cercano; el carril 9, es de
tratamiento con extracto y proteinasa K, con la totalidad de ADN fragmentado.

Los resultados revelados en las figuras 10 y 11, tomando como referencia la
escala de la tabla 7 de la metodologia, fueron llevados a valores numéricos
designados al grado de fragmentacion del ADN gendmico humano ensayados,
los mismos que se reporta en tabla 13; detalla que con 5 mg/mL, la fragmentacién
del ADN fue entre 40 al 95% (valor = 3); con 10, 25, 50, 100, 200, 300, 400 y 500
mg/mL, la fragmentaciéon fue mayor al 95% del ADN gendémico humano tratado
(valor = 4).

Utilizando los valores numéricos consignados en la tabla 13, se realizaron los
analisis estadisticos con la prueba de Kruskal — Wallis, confrontando el grado de
fragmentacion del ADN gendémico humano en tratamiento, expresado en
porcentaje (%) versus la concentracion del extracto hidroalcohdlico de tallos de
Artemisia absinthium L. “ajenjo” expresado en miligramos por mililitro (mg/mL),
expuesto en la figura 12. El porcentaje de fragmentacion del ADN gendémico de
Escherichia coli revelan el grado de genotoxicidad, formulandose, como
hipotesis nula (Ho) que todas las medianas son iguales y como hipoétesis alterna
(H1) que al menos una mediana es diferente. Los resultados reportan que para

GL= 8y H= 35,0 el valor de P= 0.000; por tanto, se rechaza la Ho y se acepta la
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H1, porque P result6 menor que 0.05. En consecuencia, el grado de
fragmentacion el ADN gendmico de Escherichia coli tratado, depende de la
concentracion del extracto hidroalcohdlico de tallos de Artemisia absinthium L.
“ajenjo”. Dichos resultados son imposibles de equiparar con otros estudios
semejantes de genotoxicidad de "ajenjo" pues no se han encontrado reportes; no
obstante, los resultados conseguidos se fortalecen y tienen la posibilidad de
respaldar la utilizacion de procedimientos en la actualidad aplicados en el trabajo
para hacer estudios de genotoxicidad en ADN gendmico; y los resultados
conseguidos son consistentes:

Pillaca, L.*® concluyd que el latex de las plantas medicinales resistentes a las
verrugas Euphorbia pepius L. "leche leche" y Ficus carica L "higo" tiene un
impacto genotdxico "in vitro", que es dependiente de manera directa de la
concentracion de latex; sin embargo no es tiempo de eclosion.

Asimismo, Alarcon Gémez, G.*° informé que el extracto hidroalcohdlico tiene una
fundamental actividad genotoxica sobre el ADN gendmico humano. Como
extracto de "Amor Seco" y "Yarwar suqu", esta a 50 miligramo/ml y 100
miligramo. La concentracion de miligramo/ml tiene mas grande genotoxicidad
comparativamente con "matico". La conclusion es que el dafio genotoxico es
dependiente de manera directa de la concentracion del extracto hidroalcohdlico,
sin embargo no del tiempo de incubacion.

Sin embargo, Martinez Fernandez, J.*° En su indagacion concluyé que el
extracto hidroalcohdlico de hojas de Datura causa dafio genotdxico proporcional
a la concentracion y tiempo de incubacién. Montes Enciso, M.21 informé que la
concentracion de latex de Argemone mexicana L. "Cardo santo" esta entre el
10% y el 100%, lo cual tiene un intenso impacto genotéxico sobre el ADN
gendémico humano y lo fragmenta en un 100%. El latex muestra que 50% de las
concentraciones de latex y 100% de ellas presentan 100% de fragmentacion de
ADN, en lo que las concentraciones de 10% y 25% presentan 40% a 95% de
fragmentacion de ADN gendémico humano, o0 sea, una diferencia
estadisticamente significativa.

Por tanto, podemos corroborar a que los estudios de actividad antimicrobiana de
Origanum vulgare L. “orégano”, que tiene la propiedad de matar a las células
microbianas, podria deberse al su efecto genotoxico.

|13

Gutiérrez y col™, evaluaron la actividad biocida, citotdxica y genotdxica de

extractos de tres plantas medicinales de la familia Euphorbiaceae. El Unico
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extracto que presento actividad inhibitoria in vitro significativo contra bacterias y
hongos fue Euphorbia lancifolia con una CIM de 1 mg/mL contra Bacillus subtilis
y Trichophyton mentagrophytes (p=0,0312).

Por consiguiente, diversos experimentos e indagaciones sobre plantulas de uso
medicinal de otras estirpes informan que la actividad antibacteriana y la actividad
genotoxica se atribuyen a la existencia de metabolitos secundarios compuestos
primordialmente por flavonoides, alcaloides y taninos. Entre ellos: Mahmoudl,
et.al”®. Su impacto puede estar referente con la existencia de compuestos
antioxidantes. Asimismo, la Agencia Europea de Medicamentos afirma que el
ajenjo deberia evitarse a lo largo del embarazo y la lactacion; esta
contraindicada en chicos y jovenes menores de 18 afios y pacientes con
obstruccién biliar, colangitis o patologia hepética.

Rodriguez Pérez, M. ademas realiz6 un andlisis; et al.?, donde evaluaron la
actividad antipaltdica del ajenjo, entre los cuales sus resultados mostraron el
potencial antimalarico de varias plantas medicinales usadas en Cuba, y para el
analisis de seguimiento de su activo quimico los elementos otorgan el camino.
Saban K., Irian A., Onder C., Ahmet C.* estudiaron los aceites esenciales de 3
especies de piezas aéreas de Artemisia absinthium, Artemisia santonicum y
Artemisia spicigera. Todos los aceites esenciales probados son toxicos para los
adultos de S. granarius. El aceite sugiere que la tasa de mortalidad del gorgojo
del establo es del 80 al 90%. Luego de 48 horas de exposicion, la dosis de S.
granarius ha sido de 9 ul/L. Ciertos compuestos purificados (alcanfor, 1,8-cineol,
terpinen-4-ol, borneol, acetato de borneol y a-terpineol) se identificaron como los
elementos primordiales del aceite a una dosis de 0,5-0,75 y 1 ul/L se probd

contra S. granarius.
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VI. CONCLUSIONES

Los metabolitos secundarios identificados en el extracto hidroalcohdlico de
Artemisia absinthium L. “ajenjo” fueron: fenoles y/o taninos, flavonoides vy
aminoacidos libres en concentraciones abundantes (++++); seguido de
alcaloides y catequinas en regular concentracion (+++); y azlcares
reductores también en regular concentracion, pero solo en tallos.

Se evalué la genotoxicidad in vitro de los extractos hidroalcohdlico de
Artemisia absinthium L. “ajenjo”, demostrando que: el extracto de hojas frente
al ADN genomico humano con 100 y 200 mg/ml, la fragmentacion fue entre
40 al 95 % del ADN y con 300, 400 y 500 mg/mL fue mayor al 95% del ADN
gendémico humano tratado; mientras que, con el extracto de tallos frente al
ADN genomico humano con 50 y 100 mg/mL, la fragmentacion fue entre 40
al 95 % del ADN y con 200, 300, 400 y 500 mg/mL fue mayor al 95% del
ADN genomico humano. En tanto, el extracto de hojas frente al ADN
genomico de Escherichia coli con 5y 10 mg/mL, la fragmentacién fue entre
40 al 95 % del ADN y con 25, 50, 100, 200, 300, 400 y 500 mg/mL fue mayor
al 95% del ADN gendmico bacteriano; mientras que, con el extracto de tallos
frente al ADN gendmico de Escherichia coli solo con 5 mg/mL, mostré
fragmentacion entre 40 al 95% del ADN y con las concentraciones de 10, 25,
50, 100, 200, 300, 400 y 500 mg/mL fue mayor al 95% del ADN gendémico

bacteriano.
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VIl. RECOMENDACIONES

Impulsar la tarea de indagacion de la toxicidad genética de las plantas
medicinales en la Facultad de Ciencias Bildgicas, y descubrir novedosas

construcciones biolégicamente activas para el procedimiento de patologias.
Expandir el andlisis de toxicidad genética in vitro de Artemisia absinthium L.

"ajenjo" usando extractos logrados con otros disolventes, extractos de

division y otras técnicas.
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Anexo 1. Clasificacion taxonémica de Artemisia absinthium L. “ajenjo”.
Ayacucho 2019.

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 Biologia, Srta. Giulia Katherine, BEIZAGA BAUTISTA, 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:

DIVISION ; MAGNOLIOPHYTA
CLASE : MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE : ASTERIDAE

ORDEN ; ASTERALES

FAMILIA ASTERACEAE
GENERO ; Artemisia

ESPECIE : Artemisia absinthium L.
N.V. : ‘ajenjo”

Se expide la certificacion correspondiente a solicitud de la interesada para

los fines que estime conveniente.

Ayacucho, 8 de Setiembre del 2017

=X LN
.....\.r.‘st.'.&.(x”i)f;;qi‘:.-.- A

Plga. Lavra Zuicasisie Meding
JEFE
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Anexo 2. Descripcién Botanica de Artemisia absinthium L. “ajenjo”. Ayacucho
20109.

DESCRIPCION BOTANICA DE AJENJO

Nombre cientifico : Artemisia absinthium L.
Nombre vulgar . “ajenjo”
Familia . Asteraceae

CARACTERISTICAS :

Es una planta herbacea perenne, de tallos erguidos o decumbentes bastante
ramificados, de aproximadamente 1 metro de alto; tanto tallos y hojas presentan
un color blanco cenizo debido a la presencia de pelos glandulares blanquecinos y
sedosos. las hojas son pecioladas, bipinnadas, con los foliolulos alargados muy
aromaticas que despide un olor fuerte desagradable y persistente.

Las flores se presentan formando numerosas cabezuelas pequerias y
amarillentas.

HABITAT Y DISTRIBUCION:

Es una especie originaria de Europa, crece en forma cultivada en huertos y
jardines, o en forma silvestre, en costa, sierra y selva generalmente en zonas
humedas. Se encuentra en todas las estaciones del afo, de preferencia en época
lluviosa donde florece y fructifica. Se propaga mediante esquejes.

USOS:

Se usa como planta medicinal utilizando la infusion de las hojas en pequefas
cantidades para colicos hepaticos y renales, como depurativo de la sangre, como
antiespasmodico, digestivo, como regulador de la menstruacion, para combatir lg
obesidad, diabetes y otras.

El ajenjo es toxico en dosis elevada, produce intoxicaciones del sistema nervioso
manifestandose con dolor de cabeza, nduseas, mareos y pérdida del
conocimiento; como abortivo utilizando la decoccion de las ramas tiernas y hojas.
También se usa como insecticida utilizando el extracto de la planta como
repelente de pulgones, polillas y otros insectos.

La planta presenta un aceite esencial conteniendo entre otros, un glucésido (la
absintina) y una cantidad importante de principio amargo (Brack. A. Diccionario
enciclpedico de Planas utiles del Péru).

Ayacucho, 8 de Setiembre del 2017.

UNOERSIDAN ¥ACIGNAL DE
SF TroRel O3 HUAMARGA
1S BIOLOGICAS

) ; N
-Qnar-i = ')_ CORCEDL B B
Phya. Lo . icasime Medis
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Anexo 3. Constancia de tamizaje fitoquimico de Artemisia absinthium L. “ajenjo”.
Ayacucho 2019.

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN CRISTOBAL DE
HUAMANGA
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD
& DEPARTAMENTO ACADEMICO DE MEDICINA HUMANA
4 Q.F Roxana Leon Aronés
Laboratorio de Farmacognosia

CONSTANCIA

Se realizo el Screening Fitoquimico del extracto hidroalcoholico de
los tallos y hojas de Artenusia absinthium L. “ajenjo” realizado por
la Bachiller en Ciencias Biologicas Giulia Katherine Beizaga
Bautista, luego del tamizaje se obtuvo lo siguiente

Enssiays Metabolito MUESTRA
Secundario Hojas Tallos
Cloruro Fenoles y/o taninos  ++++ +44+
Ferrico |
Dragendorff | Alcaloides +++ +++ i
Mayer | Alcalcides +++ +++
' Shinoda | Flavonoides +++ ++++4
Kedde ' Cardenolidos - -
KMnO, Sustancias =
| reductoras

Benedict Azucares -- +++
_ 7 | reductores [
' Ninhidrina | Aminoacidos libres =~ ++++ ++++
Espuma - Saponinas -- --
Catequinas Catequinas ++ Tt

Ayacucho 19 de julio del 2019

H

14110

‘—t"' 7 B _'.
Q. F. Roxana Ledn Arones
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Anexo 4. Estructura del ADN

B
=
Enlaces > Pares de bases:
de hidrégeno Citosina

Timina
Adenina

Doble hélice de ADN
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Anexo 5. Esquema de obtencion de extracto hidroalcohdlico, tamizaje fitoquimico y determinacién del efecto genotoxico.

Identificacion botanica
de la muestra

Seleccién

Secado de
la muestra
4

Maceracion de
la muestra

Obtencion de la

[ Tamizaje fitoquimico]

[ Genotoxicidad ]

Extracto hidroalcohélico de tallos de Arfemisia J
“ajenjo” a diferentes concentraciones

5 mg/mL 10 mg/mt 25 mg/mL

3 b 4 o

Obtencion del
extracto
hidroalcoholico
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Anexo 6. Protocolo para la determinacion del efecto genotéxico in vitro mediante electroforesis, propuesto por Miranda T.

Reactivos - — e . Prepara(_:i()n de las _soluciones del
[ Extraccién de ADN gendémico humano] Cuantificacion de ADN genomico del extracto hidroalcohdlico y enfrentarlo

con el ADN gendmico para la prueba
de genotoxicidad

linfocito humano

—>

¢ Il

P [ Siembra en el gel de agarosa ]
Colorear con el bromuro
de etidio

Registro fotografico en el
equipo Biometra UV solo TS
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Anexo 7. Protocolo extraccion de ADN gendmico de Escherichia coli. Ayacucho 2019

. Obtener cuItivp Incubar a 37°C x Colocar cultivo Inactivar a 85°C Agregar 60 ul de Afadir SDS/proteinasa K Incubar 65°C x 15
joven de bacterias 24 horas joven de E. coli a X 25 minutos lisozima (10 mg/ml) 75ul SDS 10%+5ul PK minutos
tubo eppendorf 10mg/ml
o —
a — ﬁ> —> = B
BANO MARIA BANO MARIA BANO MARIA
Anadlr 400ul de Incubar a 37°C x
buﬁer TE 1X 2 horas

Centrifugar a Descartar el Centrifugar a Re_hidratar el
14000rpm x sobrenadante, agregar 14000rpm x 15 sedimento con Guardar a -70°C Agregar 100ul NaCl 5M + 1ul de CTAB
15 minutos 1ml de etanol 70% minutos y descartar 4oul de agua congeladora Incubar 65°C x 15 minutos
el sobrenadante para PCR

—> @C&@E T

,__
I
pu—

BANO MARIA

i Agregar 600ul de Trasvasar el Formacién de Agitar vigorosamente y Agregar 750ul de cloroformo:
Incubar a 20°C isopropanol sobrenadante dos capas centrifugar a 14000rpm x alcohol isoamilico (24:1) Homogenizar
15 minutos

= CrOomgoge b ¥

p—

p—



Anexo 8. Protocolo de extraccion de ADN gendmico de muestra de sangre humana. Ayacucho 2019

Se descarté el sobrenadante, agregar Se descarto el sobrenadante, agregé

1ml de sangre, se adicion6 9 Se homogenizo y se incub6 a 37°C eyt . Se adiciond, 9ml de solucién salina oo
westade | | mietmnie RO%0 || Spwsomnos secamaa | | cdseneomseman e b0t || ot o] o3 e otoen g 1E o
mM, precalentado a 37°C. 2,500 rpm por 10 minutos ' 2,500 rpm/ 10 minutos

transfirié a un tubo.

preparado claro.

ol n—1—

U

Se centrifugé a 12,000 rpm durante 10

minutos, luego se aspird la fase Se adicion6 1 ml de cloroformo: R, i Se adicion6 0,5 ml de solucion de
superior acuosa que contiene el ADN y alcohol isoamilico (24:1), y se 32 atrigt:g:;S:LaOKul(_zgenlla/ml)um:g lisis (Tris-HCIlb mM, pH 8.0; EDTA
se transfirié a un tubo, repetir hasta homogenizé por inversién ingubé or una nochega 533'0 40 mM; SDS al 1%; NaCI10 mM).
obtener un preparado claro suavemente durante 10 minutos p : Precalentada a 50°C.
|
. ‘
- — 1
Se adicioné alcohol i {lico fii Se centrifug6 12,000 rpm durante 10 Se resuspendio el sedimento con
esae éc;%ngnarzo Ozt;sooﬁrgpr:éfg errl]o Se elimin6 el sobrenadante y se min. Se eliminé el alcohol y se dej6 200 ul de la solucion Low TE, y se
)rlmielo L]ue o sepcentﬁfu 4 12.000 enjuago el sedimento con 1 ml de secar el sedimento a medio guardo en la nevera.
) 9 9 ! etanol al 70 % ambiente.

rpm durante 15 minutos.

z :>z:>'i

—

=1

- {
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Anexo 9. Esquema de la electroforesis

FLALIURALILNLT
—— Gel casseite
Anode  Cathade Hamilton
i i Buffar Buffer Syringe
ral .Y |
Hegative
elecirode
I chamhber O Sample
Anade [+] = Cathode (-} '
P TN
|+..-|r.'r"| 11r.-rl-
Tank Power source

Separate protein
bands
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Anexo 10. Diagrama de la Marcha fitoquimica del extracto de Artemisia absinthium L. “ajenjo”. Ayacucho 2019.

Extracto de Artemisia absinthium L

“ajenjo”
| DIVIDIR EN FRACCIONES DE 2mL |
ENSAYO DE ENSAYO DE
FEHLING LIEBERMAN ENSAYO DE
ENSAYO DE
CATEQU'NA Azlcares Triterpenosy ENSAYO DE BORNTRAGER EN?(A&E% DE
reductores Esteroides FENOLES Y Quinonas
TANINOS
ENSAYO DE ENSAYO DE ENSAYO DE
BALJET SHINODA E'I\'Nslﬁgglﬁi ENSAYO DE ENSAYO DE
Lactonas Flavonoides Aminoacid ESPUMA ALCALOIDES
minoaclidos Saponina
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Anexo 11. Matriz de consistencia

Titulo: Genotoxicidad in vitro del extracto hidroalcohdlico de Artemisia absinthium L. “ajenjo” frente a ADN gendmico humano y
Escherichia coli. Ayacucho, 2019.
PROBLEMA OBJETIVOS HIPOTESIS MARCO TEORICO VARIABLES METODOLOGIA
¢Tendra Objetivo General: Los extractos Aspectos Variable Independiente: Tipo de investigacion:
efecto Determinar el efecto hidroalcohdlico Botanicos Extractos hidroalcohdlico Bésica — experimental.
genotdxico los  genotdxico in vitro de los de hojas y tallos Artemisia absinthium de hojas y tallos de Disefio Experimental:
extractos extractos hidroalcohdlico  de Artemisia L. “ajenjo” Artemisia absinthium L. El experimento se realizara bajo la
hidroalcohdlico de hojas y tallos de absinthium L. Genotoxicidad “ajenjo” guia del modelo in vitro para estudiar
de hojas y Artemisia absinthium L. “ajenjo”, Las pruebas de Indicador: la actividad genotoxica.
tallos de “ajenjo”, frente a ADN presenta genotoxicidad se Metabolitos secundarios Poblacion: Artemisia absinthium L.
Artemisia gendmico humano y de genotoxicidad  pueden definir como Concentracién “ajenjo” que crecen en el distrito de
absinthium L. Escherichia coli. frente a ADN ensayos in vitro e in - miligramos por mililitro Huanta, provincia de Huanta, region

“ajenjo” frente
a ADN
gendmico
humano y de
Escherichia
coli?

Objetivos Especificos:
Identificar los metabolitos
secundarios presentes en
los extractos
hidroalcohdlico de hojas y
tallos de Artemisia
absinthium L. “ajenjo”.
Evaluar el efecto
genotoxico de los extractos
hidroalcohdlico de hojas y

tallos de Artemisia
absinthium L. “ajenjo’,
frente a ADN  gendmico

humano y Escherichia coli.

genoémico
humano y de
Escherichia
coli.

vivo, disefladas para
detectar compuestos
que induzcan dafio
genético, directa o
indirectamente, por
diversos
mecanismos.

(mg/ml) del extracto
hidroalcohdlico.
Variables
Dependientes:

Efecto genotoxico frente
a ADN gendmico humano

y de Escherichia coli.
Indicador:

Grado de fragmentacion

del Acido
desoxirribonucleico

(ADN) genomico humano

y de Escherichia coli.

Ayacucho.

Muestra: Hojas y tallos de Artemisia
absinthium L. “ajenjo”, en cantidad de
dos Kg, obtenidos en la ciudad de
Huanta.

Unidad experimental:

ADN gendmico humano y de
Escherichia coli a concentracion de
1500 ng/ L, respectivamente, por
cada ensayo.

Andlisis estadistico:

Paquete estadistico SPSS, Pruebas
de Kruskal-Wallis.
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