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RESUMEN

La investigacion tuvo como objetivo determinar el efecto genotoxico in vitro del
extracto hidroalcohdlico de hojas y tallos de Clinopodium brevicalix Epl. “urqu
muna” frente al ADN gendmico humano, e identificar los metabolitos secundarios
presentes en los extractos. Se desarroll6 en el laboratorio del Centro de
Investigacion en Biologia Molecular y Bioinformatica de la Facultad de Ciencias
Biologicas de la Universidad Nacional de San Cristbbal de Huamanga. Los
extractos hidroalcohdlico de hojas y tallos de la planta en estudio “urqu mufa”,
se obtuvieron mediante maceracion, luego se realiz6 el analisis fitoquimico y el
efecto genotodxico in vitro que fue determinado con el “Método Tomasevich”,
mediante electroforesis en gel de agarosa”. Los metabolitos secundarios
identificados cualitativamente fueron: taninos y/o fenoles, en concentracion
abundante (++++) en hojas y tallos; flavonoides en concentracion regular (+++)
en hojas y trazas (+) en tallos; catequinas en regular (+++) concentracion en
hojas y poca (++) concentracion en tallos; saponinas en regular (+++)
concentracion en hojas y ausente (-) en tallos y alcaloides en trazas (+) tanto en
hojas como en tallos; mientras que, no se detectd la presencia de azucares
reductores, resinas ni muscilagos. La cuantificacion del ADN se realiz6 mediante
espectrofotometria UV del ADN genoémico humano, se tuvo dos personas
donadoras voluntarias de sangre; las concentraciones de ADN obtenidas fue
desde 1122,8 pg/mL hasta 3857,8 ug/mL, estas concentraciones fueron altas y
el nivel de pureza fue aceptable. El resultado de genotoxicidad in vitro del
extracto hidroalcohdlico de hojas de la planta en estudio a diferentes
concentraciones (5, 10, 25, 50, 100, 200, 300, 400 y 500 mg/mL) frente a ADN
genémico humano a 1500 ng/pL, muestran bandas de ADN ligeramente
disminuida en su concentracién respecto a la del “control”’, debido a la
fragmentacion que ha sufrido por efecto del extracto, a partir de los 25 mg/mL,
ademas la muestra tratada con la enzima proteinasa K, evidencia reduccion de la
intensidad y fragmentacion del ADN, con respecto al control, que reafirma la
accion de los metabolitos secundarios presentes en el extracto hidroalcohdlico y
no por las enzimas nucleasas que podrian proceder de las hojas del “urqu
mufa”. Del extracto hidroalcohdlico de tallos de “urqu muna” a similares
concentraciones, frente al ADN gendémico humano a 1500 ng/pL, la degradacion
inicio a partir de 200 mg/mL. El andlisis estadistico con la prueba de Kruskal —
Walllis, demuestra que a diferentes concentraciones tienen efecto en la reducciéon
de la intensidad de las bandas de ADN. En consecuencia, el grado de
fragmentacion del ADN gendémico humano tratado, depende de la concentracion
del extracto hidroalcohdlico de hojas y tallos de la planta en estudio. Se concluye
que el efecto genotdxico de los extractos hidroalcohdlicos de Clinopodium
brevicalix Epl. “urqu mufa” frente a ADN gendmico humano, depende de la
concentracion, manifestandose en hojas a partir de 25 mg/mL, sin embargo, en
el tallo fue a partir de 200 mg/mL.

Palabras clave: Genotoxicidad, Clinopodium brevicalix, “urqu mufa”.
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l. INTRODUCCION

Las plantas medicinales son el principal remedio en los sistemas de medicina
tradicional. La Organizacion Mundial de la Salud ha mostrado permanente
interés en este tipo de producto para el mantenimiento de salud de muchos
pueblos, especialmente en los que estan en via de desarrollo, por su vinculo
fundamental con la atencién primaria de salud, los que fueron avizorados desde
la declaracién de Alma-Ata en 1978. Cabe sefalar que las plantas medicinales
son, dentro de este tipo de medicina, las que mas se usan y mas cerca estan a
la medicina convencional.*

Las plantas superiores son fuente de millones de productos naturales, con una
variedad casi infinita de estructuras diferentes. Estas moléculas a menudo tienen
funciones especificas y muchas de ellas tienen actividades biologicas que
pueden ser Utiles para los seres humanos. Estas también pueden constituirse en
herramientas indispensables en la investigacion médica para el desarrollo de
nuevos farmacos. Dado que la naturaleza nos brinda una gama impredecible de
estructuras y sustancias novedosas, resulta sumamente valioso evaluar tantos
productos naturales como sea posible, con el fin de encontrar fuente de nuevos
farmacos.?

Durante siglos las plantas constituyeron los Unicos medicamentos con que
contaban los seres humanos, con el desarrollo de la quimica médica a
comienzos del siglo XIX, las plantas fueron también la primera fuente de
sustancia para producir farmacos. En la actualidad a pesar del increible
desarrollo de la quimica farmacéutica sintética y de la fermentacién microbiana,
los farmacos derivados de plantas siguen teniendo una posicion destacada.?
Entre las casi 400.000 plantas de la tierra, s6lo una pequefa parte ha sido
estudiada por fitoquimica y ain menos han sido seleccionadas por biologia o

farmacologia. Ademas, los extractos de plantas pueden contener miles de



metabolitos secundarios, a diferencia de cualquier estudio fitoquimico de una
planta determinada.?

En el Perd, Clinopodium brevicalix Epl. “urqu mufia”, crece en territorios alto
andino mayormente entre los 3 500 y 3 800 msnm. Esta especie se desarrolla en
la zona andina, su habitat es de climas frigidos y templados, creciendo de
manera silvestre en las montafas, laderas secas y pedregosas, matorrales de
terrenos calcareos y faldas de cerros junto con los ichus. Crece y se desarrolla
en las regiones de Cuzco, Apurimac, Huancavelica, Junin y en mayor cantidad
por considerarse aborigen, en la regién de Ayacucho.® En medicina popular se
usa como desinflamante de las amigdalas, como estimulantes, analgésicos,
antibacterianos, digestivo contra gases tomando en infusién, como antigripales,
antimicéticos, etc.”

Carhuapoma® ha determinado que el aceite esencial de Satureja brevicalyx
(ahora Clinopodium brevicalix Epl. "Urqumufia") tiene efecto anti-Helicobacter
pylori, con una concentracién inhibitoria minima de 1,00 pug / mL y una
concentracion bactericida minima de 2,00 pg / mL. La citotoxicidad de los aceites
esenciales confirma su alta actividad biologica, y su concentracion letal promedio
(CL50) es de 13,35 ug / mL. Su dosis letal media (DL50) es de 655,26 mg / kg,
que se considera toxica. Comparado con trolox” el aceite esencial de Satureja
brevicalyx muestra un efecto antioxidante significativo. También reportaron 35
compuestos con un contenido del 97,1%. Incluso: Paracetamol, linalol, mentona,
isomentona, cis isoflurona, trans isoflurona, carvacrol, timol, a-terpineol,
macrogoldeno biciclico, p-cariofileno, bicicloalquenos, p-isopropilo, limoneno,
terpineno y espatulenol. Utilizando el método de difusion en disco, a una
concentracion de 10 pug / mL, en comparacion con la amoxicilina, obtuvo un halo
inhibitorio de 33,33%, CIM de 1 pg/ mL y WBC de 2 pg / mL.°

Estudios para determinar la genotoxicidad que ejercen las plantas medicinales,
han alcanzado gran importancia en los Gltimos afios; Se hace para determinar el
posible dafio a los humano.®

La prueba que demuestra claramente la genotoxicidad causada por varios
compuestos es la rotura del ADN gendmico, la rotura de macromoléculas a nivel
de enlaces fosfodiéster y / o enlaces de hidrogeno. Electroforesis en gel de
agarosa. Cuando el ADN pasa a través de un gel de agarosa, los fragmentos de
diferentes tamafios se separan equidistantemente entre si, utilizando un patron

de escalera tipico; o en otro caso, el tamafio de la banda del ADN disminuye



proporcionalmente a la fragmentacion cuando se compara con una banda de

ADN “control” que no haya recibido ningun tratamiento.®’

Por su conveniencia, la investigacion permitira incrementar los conocimientos

respecto a las actividades de los diferentes metabolitos secundarios; los mismos

gue poseen efectos curativos a diversos males que también pueden ejercer una

actividad genotdxica sobre el ADN.’

El propdsito de la investigacion esta orientado a generar conocimientos de la

actividad genotéxica in vitro de la planta de uso medicinal “urqu mufa”.

Objetivo general

Determinar el efecto genotdxico in vitro de los extractos hidroalcohdlico de hojas

y tallos de Clinopodium brevicalix Epl. “urqu muna” frente al ADN gendmico

humano.

Objetivos especificos

1. Identificar los metabolitos secundarios presentes en los extractos
hidroalcohdélico de hojas y tallos de Clinopodium brevicalix Epl. “urqu muna”.

2. Evaluar el efecto genotoxico de los extractos hidroalcohdlico de hojas y
tallos de Clinopodium brevicalix Epl. “urqu mufia” frente al ADN gendmico

humano.



II.  MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

Segun Soto (1999).° mencioné que la actividad antiinflamatoria y analgésica del
extracto hidroalcohdlico de Satureja brevicalyx (ahora Clinopodium brevicalix Epl.
"Urgumufa"), con una actividad de alrededor de &cido acetilsalicilico a 400
miligramo / kilogramo. Mas bajo que el ketorolaco.®

Inga y Guerra (2000).° demostraron los efectos del aceite importante de
Minthostachys mollis en Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus cereus
MC, Salmonella typhimurium, Salmonella Panasonic MC, Escherichia coli ATCC
25922 y Klebsiella pneumoniae 10033 por medio de un andlisis, ademés del
impacto bacteriostatico / fungicida sobre Fusarium y Aspergillus niger. °

Diaz (2002)"° sefiala que la actividad antiespasmaédica de intestinos aislados de
cobayo por medio de infusién acuosa al 5% de hojas y copas florales de Satureja
brevicalyx, demostrando un ligero impacto antiespasmodico sobre la N-
butilbromuro de hioscina.™

Diaz (2005)."" muestra el impacto antibacteriano del aceite esencial de
Minthostachys mollis "mufia" contra cepas estandar de ATCC de Salmonella
mutans, Lactobacillus sp., Fusobacterium nucleatum, Actinobacillus actibimiceten
comitans y Actinomices sp.; teniendo a la Amoxicilina y agua como controles
positivo y negativo, respectivamente Llegaron a la conclusién, el aceite
importante de Minthostachys mollis "mufa" tiene una actividad antibacteriana
media de 16,75 mm. Halo de diametro.*

Palomino (2005).* concluyé que el extracto de agua liofilizado de hojas de
Satureja brevicalyx tiene la funcién de atrapar radicales libres. Ademas, los
niveles de peroxidacion lipidica, glutation y proteina hepatica no fueron
estadisticamente de manera significativa diferentes, usados para medir el estrés

oxidativo.*?



Carhuapoma (2007).° muestra que el aceite esencial de Satureja brevicalyx
(ahora Clinopodium brevicalix Epl. "Urqumufia") tiene impacto anti-Helicobacter
pylori, con una concentracion minima inhibitoria de 1.00 pg / mL y una
concentracion minima inhibitoria de 2.00 pg / mL fungicida. La citotoxicidad de
los aceites fundamentales afirma su alta actividad bioldgica, y su concentracion
letal promedio (CL50) es de 13,35 pg / mL. Su dosis letal media (DL50) es de
655,26 mg / kg, Considerado téxico. Comparado con trolox, ademas reportd 35
compuestos al 97,1%; entre estas tenemos a: pulegona, linalol, mentona,
isomentona, cis-isopulegona, trans-isopulegona, carvacrol, timol, a-terpineol,
biciclogermacreno, p-cariofileno, bicicloelemeno, p-cimeno, limoneno, terpineno,
y el espatulenol. Utilizando el método de difusion de discos, consiguié una
inhibicién del halo del 33,33% a una concentracion de 10 ug / ml, con una CIM
de 1 pg / ml y leucocitos de 2 ug / ml. 5 El aceite de S. brevicalyx demostré su
actividad anti-Helicobacter pylori y antioxidante.®

Cano (2007)." hizo un anélisis para revisar la actividad antimicotica in vitro del
aceite esencial de Minthostachys mollis "mufia" de Huaccrapuquio, provincia de
Tarma. Se observaron elevados efectos antifungicos una vez que las
concentraciones de cepas de Candida albicans y dermatofitos Trichophytunton
surans, Trichophytun mentagophytus y Microsporun canis en concentraciones de
50% y 100%, también fueron de 5 y 50 mL, respectivamente. Los proximos
elementos quimicos contenidos en los aceites fundamentales: Pulegone,
mentona y limoneno **

Mora y et al. (2009).* se inspecciond y analiz6 la estructura quimica del aceite
esencial de las hojas de Minthostachys mollis (Kunth) Grisebvar Vaught. Fueron
recolectados en Tufiame, Trujillo, Venezuela en el primer mes del afio de 2008, y
fueron separados e ubicados por cromatografia de gases y espectrometria de
masas El aceite esencial se recibe por medio de hidrodestilacion, y por medio de
comparacion se identifican trece elementos (98,5% de la muestra). Ambos
elementos primordiales son pulegolona (55,2%) y trans-mentona (31,5%). Los
aceites fundamentales mostraron un impacto inhibitorio importante sobre las
bacterias Gram positivas y las bacterias Gram positivas, en especial Bacillus
subtilis y Salmonella typhi (4 ug / ml) .**

Montes (2013) * determino la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la
concentracion Minima de fungicida (CMF) del aceite sustancial Satureja

brevicalyx Epl. Comparativamente con Candida albicans ATCC 10231, "wayra



mufia" es 1,198 miligramo / mL y 2,396 miligramo / ml, respectivamente. frente a
Candida albicans ATCC 10231. Mientras que, la Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI) y la Concentracion Minima Fungicida (CMF) del extracto
hidroalcohdlico, fue de 0,046 mg/mL y 0,093 mg/mL, respectivamente, frente a la
misma cepa de Candida. El extracto hidroalcohdlico de Satureja brevicalyx Epl.
"wayra mufia" presenté mejor actividad antimicética al 0,5 % a comparacion de
su aceite esencial.”®

Marca P y et al. (2018) 16, valoraron la genotoxicidad in vitro del ajo y el jugo de
ajo. Luego de 5 dias de remojo, se recibe un extracto etanélico de 96°. Para
Staphylococcus sp. Se analizaron diferentes concentraciones de ADN gendmico
para decidir su genotoxicidad. Y use el "procedimiento Tomasevich" para decidir
el costo querido del mal genotdxico in vitro. Los metabolitos secundarios que
identificaron en el extracto etandlico de los bulbos de "ajo" fueron monumentales
porciones de fenoles y / o0 taninos. Jugo: varios fenoles y / o taninos y saponinas,
asi como enol lactonas. La concentracion del extracto etandlico de bulbos de
"ajo" ha sido de 5, 10, 50, 100, 200, 300, 400 y 500 miligramo / mL, que no
ensefid impacto genotéxico sobre el ADN gendmico de Staphylococcus. sp. La
prueba de Kruskal-Wallis (H = 0.53; GL = 3; mientras tanto que la concentracién
de jugo de bulbo de "ajo" es 5, 10, 50 y 100%, respectivamente) muestra un
profundo impacto genotdxico, lo cual provoca que el ADN se fragmente en un
100%. p = 0,912). Concluyeron que el jugo de los bulbos de ajo es enormemente
genotoxico para el ADN gendmico de Staphylococcus sp.*®

Se cuenta con pocas publicaciones de estudios con Clinopodium brevicalix Epl.
“‘urqu mufa”; sin embargo, podemos citar investigaciones muy relacionados a
ésta planta como el de Contreras’’ que estudia la actividad antibacteriana del
aceite importante de culantrilo (Minthostachys mollis), que muestra
cualitativamente sus efectos antinicoticos frente a Shigella, Salmonella
typhimurium y el impacto antibacteriano de Escherichia coli, Shigella dysenteriae
es el mas sensible al aceite esencial de “mufia”."’

2.2. Marco conceptual

2.2.1. Clinopodium brevicalix Epl. “urqu muhia”

2.2.1.1. Clasificacion Taxon6mica

Mediante el sistema de clasificacion de A. Cronquist (1981)'®*°, la especie en
estudio se ubica en la categoria taxonémica detallada en el anexo N° 1, cuya

identificacion estuvo a cargo de la Blga. Aucasime?® de la Facultad de Ciencias



Bioldgicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga y es como

sigue:

Division : Magnoliophyta

Clase : Magnoliopsida

Sub clase : Asteridae

Orden : Lamiales

Familia : Lamiaceae

Género : Clinopodium

Especie : Clinopodium brevicalix Epl.
Nombre vulgar : “urqu muna”.

Sinonimia: Satureja brevicalyx Epling*®*°

Nombre vulgar: “urqu mufa”, “wayra mufa’, “sacha mufa”, “mufa”, "inca

cjunumufia”, “cjufia”, “konoc” y “orégano de los incas”.?

muna", "salqga mufia"
2.2.1.2. Descripcién botanica

La planta subfrutice o semilefiosa, de aproximadamente 20 a 30 cm de tamafio;
de tallos postrados bastante ramificados y achaparrados, tallos tiernos
generalmente provistos de pelos blanquecinos, hojas numerosas, pequefias,
simples, enteras aovadas, obtusas, cortamente pecioladas, de disposicion
opuesta, algo festoneadas en los margenes y se contraen en la base para formar
un rabillo bien perceptible; tanto los tallos como las hojas estan provistas de
pelos glandulares llenas de aceites esenciales que le dan el aroma caracteristico
a mentol.?°

Inflorescencias dispuestas en cimas axilares, formadas por numerosas flores
pequefias de tres a cuatro mm que nacen en la axila de las hojas formando unos
ramilletes; flores zigomorfas, heteroclamideas, bisexuales y pentdmeras; Caliz
formado por cinco sépalos verdosos, con nervios prominentes, tubulares, que
terminan en cinco dientes; la corola bilabiada, formado por cinco pétalos
blanquecinos, soldados en la base con el apice bilabiado con 4 estambres
adosados al labio superior, didinamos (dos grandes y dos ligeramente mas
cortos); ovario superior bicarpelar tetralocular con un estilo ginobasico y estigma

bifido, con un 6vulo en cada celda; fruto tetraquenio.”® (Anexo N° 2).



Figura 1. Clinopodium brevicalix Epl. “urqu mufa”.
2.2.1.3. Habitat y distribucion
En Pera Clinopodium brevicalix Epl. crece en territorios alto andinos mayormente
entre los 3 500 y 3 800 msnm. Esta especie se desarrolla en la zona andina, su
habitad es de climas frigidos y templados, creciendo de manera silvestre en las
montafias, laderas secas y pedregosas, matorrales de terrenos calcareos y
faldas de cerros junto con los ichus. Se desarrolla y crece en Cuzco, Apurimac,
Huancavelica, Junin y en su mayor cantidad y siendo vernacula y aborigen del
departamento de Ayacucho.?
2.2.1.4. Propiedades y usos tradicionales
Se usa como farmaco antiinflamatorio para las amigdalas, estimulantes,
analgésicos, antibacterianos, digestivo contra gases tomando en infusiéon, como
antigripales, ademas es una medicina que se realiza en casa de manera
econémica y efectiva. , etc.?*
Comunmente se utiliza como infusién para combatir el dolor, los calambres del
intestino, los cdlicos y los inconvenientes estomacales. La infusion de hojas y
flores se puede usar en sopas y abortos (dosis altas). Las preparaciones a modo

de licores (al sumir las plantas en alcohol) se consumen constantemente gracias



a sus caracteristicas medicinales, como los estomas y tonicos excitantes. Se
propone usar decocciones botanicas para anemia, patologias infantiles y como
expectorante (acompafiado de miel). Ademas de caracteristicas curativas, tiene
insecticidas, para lo que se aplican raices y hojas. **

Se tiene informacion de que esta planta tiene efecto curativo como Euphorbia
fischeriana, ya se utiliza en medicina tradicional. china por mas de 2000 afios,
como droga anticancerigena; ademas, otras plantas de esta familia se han
usado para el tratamiento de cancer, tumores y verrugas.?

2.2.1.5. Antecedentes etnobotanicas y etnofarmacoldgicas

De acuerdo con la informacion de etnobotanica y etnofarmacologia, se usa para
resolver inconvenientes gastrointestinales y arreglar trastornos menstruales.
Tiene los efectos de la digestion, anti-digestién, anti-gastritis, flatulencia y efectos
antiespasmodicos. En caso de dolor muscular y rigidez de cuello, ademas se
puede usar como analgésico tostando las hojas.>®

2.2.1.6. Composicion quimica

Su composicién presenta los siguientes metabolitos: resinas, azlcares
reductores, catequinas, lactonas sesquiterpénicas, triterpenos, esteroides,
saponinas, taninos, flavonoides y aceites esenciales. 5%

2.2.2. Acido desoxirribonucleico (ADN o DNA) genémico humano

Es el primordial elemento quimico de los cromosomas, y ademas es la sustancia
que forma los genes, es propiedad de todos y tienen que hacer cada una de sus
funcionalidades relevantes como almacén de informacion. 2%

Las moléculas de ADN permanecen compuestas por largas cadenas de
dinucledtidos unidas para conformar una composicion de doble hélice. Las dos
cadenas de nucleétidos que forman una molécula de ADN permanecen unidas
entre las bases nitrogenadas de las dos cadenas opuestas.?®#

En cuanto a los elementos del ADN (polimero) son nucledtidos (monémeros);
cada nucleétido esta compuesto de acido fosférico, desoxirribosa y bases
nitrogenadas. Hay 4 bases: 2 purinas se denominan adenina (A) y guanina (G), y
2 pirimidinas se denominan citosina (C) y timina (T). La estructura de doble
hélice del ADN tiene un apareamiento de bases reducido (adenina y timina y
guanina y citosina), lo que significa la continuidad de bases o la delimitacién
automatica del orden de una hebra de la otra hebra, razon por la cual Mencioné

el motivo. Las cadenas son complementarias.”***°
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Figura 2. Estructura quimica de ADN.
Fuente: Wikimedia Commons. Imagen cortesia de Madeleine Price Ball.

2.2.3. Extraccion de ADN en sangre

Segun la obtencion de ADN de una persona es esencial para incontables estudio
para caracterizar el genotipo del individuo. Ya que la mayor parte de las células
del cuerpo poseen copias enteras de ADN, tienen la posibilidad de usar tejidos
de cualquier origen. Por consiguiente, obtener una muestra de ADN no
provocara ningun tipo de mal al cuerpo, y esta clase de mal se puede obtener de
forma simple y instantanea, por lo cual hay incontables maneras: la mas comun
es la sangre entera. La sangre esta formado de diversos tipos de células, los
mas relevantes son los glébulos rojos y los globulos blancos. Los primeros
carecen de nlcleos pues se pierden a lo largo de la maduracién, por lo cual no
poseen ADN. Sin embargo, los glébulos blancos poseen ndcleos y, por
consiguiente, ADN. Para obtener ADN de una muestra de sangre, Unicamente se
requieren glébulos blancos. Aun cuando los glébulos blancos tienen que
purificarse primero y después extraerse el ADN de ellos, los desarrollos
posteriores en esta tecnologia hicieron viable en la actualidad sustraer ADN de
sangre completa con la misma pureza, incrementando de esta forma la rapidez y
la simplicidad®®

2.2.4. Toxicidad y genotoxicidad

2.2.4.1. Toxicidad

Es la funcionalidad de una sustancia quimica de tener un impacto perjudicial
sobre el organismo una vez que entra en contacto con ella. Ademas tiene
interaccion con esencia natural que sea toxica (es mencionar, que la esencia

tenga efectos perjudiciales una vez que entra en contacto con seres vivos)?’
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2.2.4.2. Genotoxicidad

Tiene relacion con la capacidad relativa de los agentes quimicos y fisicos que
causan dafio al material genético incluyendo todos los elementos celulares
involucrados con la funcién y la conducta de los cromosomas en la célula. Como
por ejemplos los Ultimos son las proteinas en relacibn en la reparacion,
condensacion y descontraccion del ADN en los cromosomas u otras
construcciones (como los husos mit6ticos), que son causantes del reparto de los
cromosomas a lo largo de la separacion celular. Este mal podria ser un tipo de
cancer mutagénico.?’%

Las sustancias que tienen la posibilidad de provocar genotoxicidad se llaman
genotoxicas o xenobidticas, y tienen la posibilidad de dividir en 3 categorias
segun sus fuentes: quimicas, fisicas y biolégicas. El primer grupo esta formada
por compuestos, el segundo grupo incluye la radiacién a lo largo del espectro y
el dltimo incluye ciertos parasitos, bacterias, hongos, plantas e inclusive virus
(aunque dichos grupos no se piensan como organismos, por lo cual se ordenan
como bioldgicos). Una categoria separada). El impacto o capacidad de inducir
mal a dichos organismos heter6logos se ve perjudicado por la dosis recogida, la
época 0 via de exposicion y la estructura genética de un sujeto que puede
definirse a él mismo o una susceptibilidad particular®.

Las pruebas de genotoxicidad tienen la posibilidad de definirse como pruebas in
vitro disefiadas para identificar compuestos que inducen directa o de forma
indirecta mal genético por medio de diferentes mecanismos. Solicitado previo a
la exposicion a humanos 3

2.2.4.3. Mecanismo de genotoxicidad

Pueden unirse directamente al ADN o actuar indirectamente al destruir las
enzimas involucradas en la replicacion del ADN, dando lugar a mutaciones que
pueden o no causar cancer.?®

Los mutagenos y carcindgenos genotoxicos son compuestos electrofilicos
altamente reactivos con alta afinidad por el ADN, como derivados organicos
halogenados o que contienen nitrégeno, epoéxidos, lactonas o compuestos
inorganicos como niquel, cromo y uranio, etc.

Gracias a cambios en determinados nucleotidos, los agentes genotoxicos tienen
la posibilidad de provocar mutaciones debido a:*!

e Sustitucién de bases: otra purina por purina, otra pirimidina por pirimidina o

pirimidina purina, y al revés.?
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Sustitucion de bases con sustancias semejantes, lo cual da como
consecuencia repeticiones de nucleétidos no vélidas.

Cambios quimicos en bases por oxidacion y desaminacion.

Alquilacion de moléculas de ADN con equipos quimicos por medio de enlaces
covalentes para conformar los denominados aductos. >%°

Defaces causada por la adiciébn o deleccion de bases cambiara el modo de
lectura.

Ademas, tienen la posibilidad de provocar aberraciones cromosémicas, como:
Mal cromosémico provocado por mal, delecion, trueque o recombinacion y
translocacion de material cromosémico.
Cambios en la proporcién de cromosomas. 2%’

Luego de perjudicar el ADN, las células tienen la posibilidad de pasar por 3
procesos:

Los trastornos de la replicacion conducen a la apoptosis y el deceso de las
células.

Se replican los cambios de nucledtidos o los errores de replicacion del ADN
(es mencionar, mutaciones). Tales mutaciones tienen la posibilidad de
suceder en células somaticas, como cancer o malformaciones congénitas en
recién nacidos. o generan patologias hereditarias en las células germinales o
son mas propensos a determinadas patologias en las personas.

Arreglar el mal de las moléculas de ADN y evadir mutaciones.**%

Referente a los carcinégenos genotdxicos, son los iniciadores del proceso
carcinogénico. Esto empieza con una mutacion en una sola célula, que puede
estar al grado metabdlico de un organismo heterélogo, lo cual provoca que los
carcindgenos se conviertan en carcinégenos. En la compostura del ADN,
obstaculizarlo o prevenirlo y / o excitar la proliferacion celular. Este proceso se
denomina iniciacion.*

Suelen ser productos quimicos como compuestos alquilados (mostaza
nitrogenada), especies reactivas de oxigeno, aflatoxinas, productos de
combustion, nitrosaminas, etc?’ Su mecanismo de accién se basa en un
enlace covalente (aducto) con el nitrdgeno siete de guanina. Resultando en
mutaciones irreversibles. Varias de sus propiedades son:

Es eficaz en cada una de las dosis y no hay una dosis umbral minima para

ser eficaz.
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e Presentan relevancia y actividad estructural, que tienen la posibilidad de
detectarse por medio de pruebas experimentales. %%

e la mayor parte permanecen clasificados como carcinégenos, o sea, necesitan
biotransformacion para reaccionar con el ADN, lo cual puede pasar en la
primera y segunda fases del metabolismo. Aqui tenemos la posibilidad de
descubrir  hidrocarburos arométicos policiclicos, aminas aromaticas,
micotoxinas, etc. 32

2.2.5. Electroforesis en gel
Es un método que separa moléculas en una mezcla mediante la aplicacién de un
campo eléctrico. La rapidez de desplazamiento o migracién de la molécula
disuelta en el campo eléctrico es dependiente de su relacién carga / masa Si 2
moléculas poseen la misma masa y forma, que tenga la carga neta mas alta se
movera mas veloz hacia el electrodo.?®
Después de apuntar a la molécula de ADN con una enzima de restriccion
adecuada, se cortara en fragmentos especificos. Ademas dichos fragmentos se
pueden dividir segun su tamafio mediante electroforesis en gel. Para hacer esto,
coloque el ADN escindido en un gel de agarosa o poliacrilamida. Una vez que la
corriente pasa a través del gel, cada fragmento se movera hacia abajo a una
velocidad proporcional al logaritmo de su peso molecular. EI movimiento genera
una serie de bandas. Cada banda corresponde a un fragmento de cierto tamario,
y cuanto mas bajo es el fragmento en el gel, mas pequefio. La longitud de
cualquier fragmento particular se puede determinar calibrando el gel. Para hacer
esto, ejecute el control paralelo en otro carril del mismo gel. El control es una
mezcla de fragmentos estandar, cuyo tamafio se conoce, y se denomina
marcador. La migracién del marcador define la interaccion entre la longitud del
fragmento y la distancia recorrida por el gel.?.

Por lo tanto una manera adecuada de medir el ADN y examinar su estado fisico

paralelamente, logrando mirar si hay contaminantes en la muestra de ADN o si

esta degradada. Se fundamenta en la aplicacion de la tecnologia de division de
cargas de area y tamafo molecular en un campo eléctrico y se define como un
procedimiento de divisiébn de sustancias cargadas por medio de la aplicacion de
un campo eléctrico para que se porten de forma distinta en un campo eléctrico.

Estas particulas cargadas de manera positiva (cationes) migraran hacia el

catodo, en lo que las cargadas de manera negativa (aniones) migraran hacia el

anodo. %°
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En medio de las macromoléculas, las proteinas son las mas usadas, seguidas de
los &cidos nucleicos, ya que dichos 2 tipos poseen una enorme proporcion de
carga y los lipidos no poseen esta carga y mucho menos son insolubles. El
método se basa en fijar la muestra de averiguacion en un material parecido a un
gel (gel). El gel se somete a corriente a lo largo de un lapso de tiempo
especifico. Cada muestra empezarda a migrar por medio de los poros del gel a
una rapidez distinto, dependiendo de la carga y la magnitud molecular. Una vez
completada la division, se interrumpe la corriente y la muestra separada se tifie
para su visualizacion. La distancia entre cada muestra y los principios va a ser
distinto segln su origen.”®

Los A&cidos nucleicos permanecen cargados y son solubles pues poseen
conjuntos fosfato (los restos que imparten carga) Yy, constantemente,
permanecen presentes en la composicion, poseen la funciéon de su migracién en
un campo eléctrico, pueden dividirse por electroforesis. El gel se sumerge en un
electrolito tamponado con &cido tribérico (no glicina) para asegurar que el acido
nucleico tenga carga negativa; por esta razén, la técnica se llama electroforesis
de inmersion. Las moléculas migraran hacia el electrodo positivo y asi pasaran a
través del gel. en esa direccion y se separaran por tamafio (numero de
nucleotidos). Al cargar, algunos marcadores se colocan al frente (tinte de carga
6X). De esta forma, podemos detener la electroforesis una vez que encontremos
la situacién adecuada. Para visualizar las bandas, el gel debe tefiirse o las
moléculas deben marcarse radiactivamente. El método més utilizado en gel de
agarosa es el bromuro de etidio, que actia como intercalador, por lo que también
puede minimizar la densidad de moléculas y tiene la funcién de emitir luz bajo
excitacion ultravioleta. Tenga cuidado con este compuesto porque es altamente
cancerigeno.?***

La electroforesis en gel se usa extensamente para la deteccion de moléculas y
fragmentos de ADN y ARN, ademas el control de pureza, caracterizacion,
cuantificacién (comparado con controles) y preparacion y purificacion (restando
bandas del gel). Tiene dos mecanismos de divisién: electroforesis, que se divide
por la interaccidn carga / tamafo; tamiz de gel, que se divide principalmente por
tamafio. Los geles mas comunes son agarosa y poliacrilamida.®

2.2.6. Espectrofotometria

Segun el ADN absorber luz de una longitud de onda especifica (260 nm) que

permite calcular la concentracién de &cido nucleico de la muestra. Si la densidad
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Optica (DO) es 1, equivale cerca de a 50 ug / mL de ADN de doble hebra,
entonces podemos calcular la concentracion de ADN en la muestra simplemente
midiendo su absorbancia en lugar de hacer la curva estandar.* El costo mayor
de absorcion de la proteina es de 280 (primordialmente desde residuos de
triptéfano), por lo cual las lecturas a esta longitud tienen la posibilidad de indicar
la existencia de contaminantes proteicos. El calculo de la relacién en medio de
las lecturas de 260 nm y 280 nm es un método comun para estimar la pureza o
evaluar la contaminaciéon de productos de ADN con proteinas de acido nucleico.
El nimero de colaboraciones deberia estar entre 1, 8 y 2.0. Si la muestra es
pura, este es el primer paso usualmente usado en espectrofotometria.?* ?°

2.2.7. Ensayo de cometa (EC)

Este método se usa para medir y examinar las roturas del ADN. Puede identificar
casi cada una de las diferencias y perjuicios intracelulares a lo largo de la
compostura celular. La capacidad del ADN para migrar es dependiente del
namero de roturas elaboradas por los reactivos usados, por lo cual cada célula
lesionada tiene el aspecto de un cometa, con la cabeza y la cola brillantes y
fluorescentes; las células intactas poseen un ndcleo completo y no poseen cola
33.

Hay muchas variantes y siempre utilizadas en diferentes laboratorios de todo el
planeta. Ostling y Johanson describieron el procedimiento mundial y estdndar en
1984, que después ha sido reformado por Singh et al. No obstante, en 1988,
segun los intereses de averiguacion de ciertos conjuntos de indagacion, ahora
se conocen diferentes modificaciones a la tecnologia. *

2.2.7.1. Ventajas del ensayo cometa

La deteccion de cometas o electroforesis unicelular tiene ciertas ventajas sobre
otros procedimientos de deteccién que evaltan el mal genotéxico por medio de
la efectividad. En esta prueba, los datos se recopilan a grado de células
personales, lo cual da datos sobre el reparto del mal y la compostura en medio
de las células. Ademas, solo es necesario una pequefia proporciéon de cultivo
celular, y en el proceso se puede utilizar casi cualquier poblacion de células
eucariotas. Por medio de esta prueba, se puede evaluar el mal de las células no
proliferativas, lo que ademas aporta gigantes beneficios sobre otras tecnologias
que realmente se requieren ** 3

En la electroforesis unicelular, la deteccion de males es mas sensible que otras

pruebas citogenéticas clasicas. Los estudios comparativos que evaluar los
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efectos genotoxicos de la radiacion de rayos X en los linfocitos humanos han
demostrado que, asi sea en la prueba del micronlcleo o en la prueba del
cometa, el mal a medida que aumenta la dosis de radiacion administrada a la
muestra, empero la sensibilidad de la prueba cometa es menor. todavia mas
grande, alta pues tienen la posibilidad de identificar perjuicios inclusive a niveles
de exposicién bajos.**3*

Otros estudios comparativos de farmacos ademds piensan la utilizacion del
ensayo cometa alcalino para evaluar nuevos farmacos y hacer pruebas de error
cromosémica, que poseen un elevado costo predictivo. 33

Generalmente, esta prueba de genotoxicidad es bastante flexible, puede
identificar diferentes males que se le tienen la posibilidad de provocar al ADN, y
su proceso de deteccidn es sencillo y veloz, por lo cual es viable obtener los
resultados son el mismo dia. La muestra ha sido extraida e implementado el
programa.®*

2.2.7.2. Desventajas del ensayo cometa

Aun cuando esta tecnologia fue extensamente usada Yy aceptada
internacionalmente, su proceso de evaluacion todavia muestra varias
deficiencias. El primero se relaciona con el desempefio y preparacion estricta de
los reactivos, y la proporcién de cambiantes que tienen la posibilidad de influir el
desarrollo Optimo, gracias a la concentracibn de agarosa, el estado de las
distintas resoluciones de trabajo, cualquier cambio de pH, temperatura y tiempo
gracias a la alta sensibilidad. de la tecnologia, cada La época de operacion de
los pasos cambiara en gran medida los resultados a examinar. La segunda
deficiencia mas notoria es la carencia de estandarizacion de los datos logrados
en la investigacion y la averiguacion de muestras, debido a que aun cuando
varios estudiosos cubren este asunto, continan ofreciendo novedosas maneras
de evaluacion sin conceptualizar una exclusiva forma de evaluacién. Un proceso
de estudio que posibilita hacer comparaciones entre laboratorios 3

2.2.7.3. Aplicacion del ensayo cometas

Es una de las técnicas mas usadas en el campo de la toxicologia y la genética.
Gracias a su procedimiento econdémico, veloz y eficaz, se usa en la averiguacion
para monitorear la exposicion ambiental y ocupacional poblacional.
Ejemplificando, en las ciencias del medio ambiente, se han usado diversos tipos
de peces como modelos biolégicos para aprender los efectos de las toxinas

genéticas en el medio acuatico. Asimismo, en el campo clinico se realizaron

17



estudios de seguimiento farmacolégico de diferentes farmacos sobre la toxicidad
genética de productos quimicos, incluyendo estudios sobre la utilizacion de
determinados tipos de resinas*®y mutagenos de linea germinal en la atencion de
la salud.®® 3

2.2.8. Evaluacién de la genotoxicidad in vitro por el “Método Tomasevich”
Miranda’ ha desarrollado un método para decidir los efectos genotéxicos in vitro
de plantas medicinales y / o terapéuticas vegetales sobre el ADN gendmico. ¢Es
fundamental saber qué érgano de la planta? Los tallos, flores, hojas, frutosy / o
semillas se aplican para llevar a cabo remedios caseros y obtener sus extractos.
El extracto podria ser a base de agua, hidroalcohélico o mezclado con otros
solventes organicos; si deseas aprender latex, se ofrece comprarlo de manera
directa’

Prepare resoluciones de extracto de diferente densidad:

1 miligramo / mL, 2.5 miligramo / mL, 5 miligramo / mL, 10 miligramo / mL, 25
miligramo / mL, 50 miligramo / mL y 100 miligramo / mL; si es latex, la
concentracion deberia ser 1%, 2.5%, Diluyente al 5%, 10%, 25%, 50% y 100%.
Sin embargo, por medio de sustraccion organica o kits accesibles
comercialmente, se recibe ADN genémico del organismo (humano, animal o
microorganismo) en andlisis para afirmar que el ADN se encuentre intacto y
independiente de fragmentacion; después elaborar 200 pL a una concentracion
de 1500 ng / pL”’

Al evaluar la genotoxicidad in vitro por medio de la fragmentacién del ADN,
etiquete 10 baterias de tubos de ensayo de 500 uL. Deposite 14 pL de ADN de
la solucién en los tubos de ensayo 1 a 7, y después aflada 6 puL de cada
concentracion de extracto o latex en los tubos de ensayo que corresponden 1 a
7. El'tubo N ° 8 se usa como tubo "blanco" y puede depositar 14 yL de extracto o
latex al 100% a 14 ° L Afada 6 L de agua bidestilada al 100%, utilice el tubo 9
como "control", coloque 14 yL de ADN y 6 uL de agua bidestilada. Use un tubo
de ensayo n. ° 10 como "desecho de nucleasa", afiada 14 pL de ADN mas 6 pL
de extracto 100% o latex 100%, mas 6 uL de enzima proteinasa K e incube en
bafio Maria 37°C a lo largo de una hora, hasta 4 si se necesita hora. Dichos
productos de prueba, excepto los marcadores de tamafio molecular (50 pb), se
sometieron a electroforesis en gel de agarosa que tenia dentro bromuro de etidio
al 1% a 40 voltios a lo largo de 3 horas, y después se visualizaron y fotografiaron

bajo luz ultravioleta. grabacion. Estas fotografias registran las 7 concentraciones
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de fragmentos de ADN analizados, revelando. Revisar que no haya ADN
contaminado en el extracto o el latex; "Control" se utiliza para equiparar la
proporcion de ADN sin intentar con en relacion a los 7 tubos que fueron
procesados; y "Descartar nucleasa" para revisar el papel de los metabolitos
secundarios, y No es actividad nucleasa, pues van a ser destruidas por la accion
de la proteinasa K a lo largo del lapso de incubacion.

Por lo tanto, el nivel de fragmentacién es comparable en porcentaje y el costo ha
cambiado de cero a cuatro. La conclusion es que el "método Tomasevich" es un
método eficaz que puede utilizarse para determinar la genotoxicidad de plantas

medicinales por medio de la decisién de fragmentos de ADN.’
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. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de ejecucion

La indagacién se hizo entre septiembre de 2018 y mayo de 2019, y Blga hizo
una identificacion taxondémica de la especie en andlisis. Blga. Laura Aucasime
Medina (Anexo 1y 2); obtener el extracto hidroalcohélico de las hojas y tallos de
clinopodium brevicalix. Epl. de "Urqu mufa", prueba de sustraccion de ADN
gendémico humano y genotoxicidad en el interior de Indagacion en Doctorado en
Biologia Molecular y Bioinformatica (CIBMB), Facultad de Ciencias Bioldgicas;
Se realizaron pruebas fitoquimicas en el Laboratorio de Farmacognosia de la
Facultad de Farmacologia y Bioquimica, Facultad de Ciencias de la Salud,
Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga (UNSCH).

3.2. Poblacién y muestra

3.2.1. Poblacion

Plantas de Clinopodium brevicalix Epl. “urqu mufa”, que se desarrolla en climas
frigidos y templados, en forma silvestre sobre los 3472 msnm, ubicado en el
distrito de Vinchos de la provincia de Huamanga, regiéon Ayacucho.

3.2.2. Muestra

Dos Kg de hojas y dos Kg de tallos de Clinopodium brevicalix Epl. “urqu mufa”.
Las muestras fueron recolectadas de los campos de cultivo del distrito de
Vinchos a una altura de 3472 msnm de la regién de Ayacucho, luego fueron
transportadas al Laboratorio del Centro de Investigacion en Biologia Molecular y
Bioinformatica, para su proceso.

3.2.3. Muestreo

El muestreo se realiza por conveniencia (muestreo aleatorio simple).®

3.3. Unidad experimental

ADN genémico humano a una concentracion de 1500 ng/uL por ensayo.’
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3.4. Metodologiay recoleccién de datos
3.4.1. Recoleccion de la muestra
Por lo tanto el Clinopodium brevicalix Epl. “urqu muia”, y las muestras fueron
recolectadas de los campos de cultivo del distrito de Vinchos, 3472 msnm, latitud
sur 13° 13 min 35, longitud oeste 74° 21 min 12, provincia de Huamanga, region
Ayacucho (Anexo N° 4), en varias horas al dia por la mafiana, y luego
transportado inmediatamente el laboratorio del Centro de Biologia Molecular y
Bioinformatica (CIBMB) de la Facultad de Ciencias Bioldgicas, y secado a
temperatura ambiente con una tonalidad preajustada. El papel kraft se basa en
la muestra volteada la cual se realiza en constante cambio Seque
uniformemente, evite el deterioro de la humedad y separe la humedad que ha
cambiado de color o muestra signos de cambio.
3.4.2. Preparacion del extracto hidroalcohélico de Clinopodium brevicalix
Epl. “urqu muna”
Primero se seca la muestra, se tritura con un mortero preesterilizado para
reducirla a un polvo fino y después se elabora el extracto hidroalcohdlico.
Remojar 100 gramo de muestras de polvo seco de plantas medicinales a
aprender en un tarro de vidrio &mbar a lo largo de 7 dias, para eso usar 1 L de
solucion alcohdlica: agua (3: 1) y etanol 96°. Las muestras tienen que estar
separadas por lo menos 1 centimetros; a lo largo de este proceso, agite la
botella 2 veces al dia a lo largo de 15 min para facilitar el alcohol se distribuye
uniformemente en la muestra. Para mantener las mismas maceradas en un
espacio fresco. Posteriormente se filtr6 mediante un papel de filtro, y al final se
mand6 a un evaporador rotatorio Buchi-3000 para minimizar la presién, y se
concentré su sequedad en un horno Memmert. Desde los cuales se hizo el
tamizaje fitoquimico ***’
3.4.3. Cribado fitoquimico de extractos hidroalcohdlicos de hojas y tallos
de Platycladus orientalis. "Urqgumufa"
El tamizaje fitoquimico cualitativo del extracto hidroalcohdlico de hojas y tallos de
Clinopodium brevicalix Epl. “urqu mufa”, estda en Farmacia y bioquimica,
disefiada para identificar diferentes metabolitos secundarios, como por ejemplo:
alcaloides, lactonas, cumarinas, flavonoides, quinonas, catequinas, saponinas,
azucares reductores, taninos, fenoles, aminas, enolatos y resinas se tienen que
a la existencia de metabolitos, como por ejemplo la aparicion o desaparicion del

color, la formacién o dilucién de precipitados o el huya de gas. La actitud de
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identificacion se llevé a cabo conforme el procedimiento postulado por Lock® y
Miranda.®’ (Anexo 5).

La actitud de identificacién se realiza conforme el procedimiento postulado por
Lock *°

Tabla 1. Propiedades elaboradas en la prueba para detectar metabolitos secundarios de

plantas.
Metabolitos Ensayos con .,
. . Observacion
secundarios reactivos
Dragendorff
. Mayer Hay formacion de precipitado en
Alcaloides Y Y , precip
Hager todas las reacciones.
Wagner
. . Formacion de  precipitado de
Lactonas y cumarinas Baljet ., . .
coloracion naranja a roja.
. , Hay coloracion amarilla, naranja,
Flavonoides Shinoda y . . . :
carmelita o rojo en la fase amilica.
) Si es positivo la fase amoniacal es de
Quinonas Borntrager 3
color rojizo o rosada.
. . Coloracion verde carmelita a luz UV,
Catequinas Catequinas . o
indica un ensayo positivo.
, Si es positivo hay formacion de
Saponinas Espuma -
espuma en la superficie.
. . Si es positivo hay formacion de
Azlcares Reductoras Benedict . P . _y
precipitado rojo ladrillo.
. . Formacion de una coloracion verde
Taninos y fenoles Cloruro férrico .
intenso, azul o negruzca.
Aminas (aminoacidos) Ninhidrina Se da coloracién violeta.
Cardendlidos Kedde Coloracion violacea.

3.4.4. Extraccion de ADN gendmico a partir de sangre humana

Se implement6 en el Centro de Indagacion de Biologia Molecular y

Bioinformatica, contando con dos donantes voluntarios que previamente fueron

sensibilizados y firmaron su consentimiento informado (Anexo N° 3), se obtuvo

dos muestras de sangre de cinco mL cada uno, en tubo con anticoagulante

EDTA; la obtencion del ADN se ejecutd siguiendo los procedimientos descritos

por Lodish.?

Procedimiento

1. Transfiera 1 mL de sangre a un tubo de centrifuga con tapa y afiada 9 mL de
tampon Tris-HCI 50 mM (pH 7,7) precalentado a 37 ° C.

2. Homogeneizar e incubar a 37°C a lo largo de 30 min, centrifugar a 2500 rpm

a lo largo de 10 min para sedimentar los linfocitos.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Usar una pipeta Pasteur para aspirar el sobrenadante y dejar una centrifuga
de 1 mL en la parte inferior del tubo.

Repita el paso 3 (esta vez utilice 5 mL de tampon Tris-HCI 50 mM (pH 7.7),
repita los pasos 4 y 5 hasta obtener una formulacion transparente.

Afada 1 ml de centrifuga, homogeneice 9 ml de solucion salina (NaCl al
0,85%) y centrifugue a 2500 rpm / 10 min.

Aspirar y desechar el sobrenadante dejando solo el sedimento y
resuspender el precipitado en 0.5 mL de soluciéon HIGH TE (Tris-HCI 50 mM,
pH 8.0; EDTA 100 mM). El sedimento se resuspendié y se transfirié a un
tubo de microcentrifuga de 2 ml.

Adicionar 0,5 ml de solucién de lisis (Tris-HCI 10 mM, pH 8,0; EDTA 40 mM;
SDS al 1%; NaCl 10 mM). Precalentar a 50°C.

Afadir 10 pL de solucién de proteinasa K (20 miligramo / mL) e incubar a lo
largo de la noche a 53°C.

Afada 1 mL de una solucion de fenol (25: 24: 1) saturada con Tris:
cloroformo: alcohol isoamilico e inviértala delicadamente a lo largo de 10
min.

Centrifugar a 12000 rpm a lo largo de 10 min para dividir las etapas,
después aspirar la etapa acuosa preeminente que tiene ADN vy transferirla a
un nuevo tubo de microcentrifuga de 2 ml.

Aumentar 1 mL de solucién de cloroformo y alcohol isoamilico (24: 1) a la
etapa acuosa y homogeneizar invirtiendo a lo largo de 5 min. Centrifugar a
12000 rpm a lo largo de 10 min. Aspire la etapa acuosa que tiene el ADN y
transfiérala a un nuevo tubo de microcentrifuga de 2 ml.

Repita los pasos anteriores hasta obtener una etapa de agua enteramente
clara.

Afada una determinada proporcion de isopropanol helado y déjelo reposar
en hielo a lo largo de 1 hora. Después centrifugue a 12000 rpm a lo largo de
15 min.

Retire con cuidado el sobrenadante y enjuague el sedimento con 1 ml de
etanol al 70%.

Centrifugar a 12000 rpm a lo largo de 10 min para borrar el alcohol y secar
el sedimento en el medio ambiente.

Resuspenda el sedimento en 300 puL de solucién Low TE (Tris HCI 50 mM,
pH 8.0; EDTA 1 Mm) y guérdelo en el refrigerador.
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3.4.5. Cuantificacion y calidad de ADN gendmico humano

3.4.5.1. Por espectrofotometria®

Procedimiento

1.

Segun la muestra de ADN y vuelva a colocarla en el mismo tubo Eppendorf
con una micropipeta de 100 pL para que la muestra se homogeneice poco a
poco, repita este proceso 10 veces.

Espectrofotometro UV de marca Eppendorf BioPhotometer Plus preparado,
puede escoger cuantificar el ADN.

Para limpiar el area del adaptador del espectrofotdbmetro se depositan 2 L
de agua bidestilada estéril y el agua es absorbida por un pafiuelo de papel,
para obtener un mejor impacto de aseo repetir 2 veces.

Vuelva a situar 2 pL de agua bidestilada estéril sobre el area del adaptador,
cierre la tapa con un coeficiente de 50-Lp 0.2 mm, y presione la eleccién en
BLANK para calibrar y obtener "absorbancia cero" (0.000 A °).

Use papel de seda para absorber agua, después deposite 2 uL de muestra
de ADN, cierre la tapa y después presione la alternativa MUESTRA para ver
los resultados de la cuantificacion y la pureza del ADN en la pantalla del
dispositivo. Asimismo, la muestra es absorbida por el papel tisa.

Repita los pasos 4 y 5 para cuantificar cada muestra de ADN.

Luego de la cuantificacion del ADN, coloque 2 pL de agua bidestilada estéril
en el adaptador, séquelo con un pafiuelo de papel y después apague el

dispositivo.

3.4.5.2. Por electroforesis

Se puede mirar el ADN obtenido por electroforesis y hacer los proximos pasos:

1.

Segun la siguiente tabla, prepare el volumen de carga de la electroforesis en

gel de agarosa al 1% desde la muestra de ADN:

Tabla 2. Preparaciones para cargar el ADN para visualizacion de bandas en

electroforesis.?

N° de carril en Buffer Volumen de Volumen final de
gel de ADN stock (pL) Loading 6X agua ultrapura carga
agarosa (ML) (ML) (ML)
1 7 1 2 10
Cargue todo el contenido de la mezcla en cada pocillo del gel de agarosa al

1% en los carriles respectivos.
Después, conecte la camara de electroforesis a una fuente de energia y

déjela funcionar a 30 voltios a lo largo de una hora.
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4. El gel de agarosa se tifié con bromuro de etidio al 1% a lo largo de 15 min,
se enjuagl delicadamente 2 veces con agua corriente y después se
visualizé por medio de radiacion UV en el sistema de registro de imagenes
de la marca Biometra UV only TS. Ademaés, se usé una camara digital
Canon 20x full HD de 12.1 megapixeles para tomar fotos en un
transiluminador ultravioleta de la marca Ultra Lum; en los dos casos tienen la
posibilidad de mirar diferentes concentraciones de bandas de ADN.?* %

3.4.6. Ensayos de la genotoxicidad in vitro

Se ejecutd a partir del "método Tomasevich" propuesto por Miranda’ y se divide

en las siguientes etapas:

3.4.6.1. Fase de cuantificacién y preparacion de stock de ADN genémico

obtenido para el ensayo

Segin el ADN gen6mico humano obtenido se cuantific6 con un

espectrofotbmetro Eppendorf Bio Photometer mas UV. Luego prepare una

solucién con una concentracién de 1500 ng / pL para cada determinacién en
este estudio, con un volumen final de 200 pL.*% %

3.4.6.2. Fase de ensayo de genotoxicidad in vitro del extracto

hidroalcohdlico de hojas y tallos, respectivamente, de Clinopodium
brevicalix Epl. “urqu muia”, sobre el ADN genémico humano

Extraido de los extractos hidroalcohdlicos de las hojas y tallos (por separado) de

Clinopodium brevicalix Epl. “urqu mufa’”, las soluciones se prepararon en

concentraciones de 5, 10, 25, 50 y 100 mg / mL; luego se utilizé agua estéril

bidestilada como solvente para el tratamiento en concentraciones de 200, 300,

400 y 500 mg. / mL, respectivamente.

Se acondiciono la mezcla utilizada para las pruebas de genotoxicidad del ADN

genodmico in vitro de acuerdo con los siguientes detalles:

Tabla 3. Preparacion de las mezclas para ensayo de genotoxicidad in vitro de extracto

hidroalcohdlico de Clinopodium brevicalix Epl. “urqu mufia” a concentraciones de 5, 10,

Condiciones Mezclas para ensayo de genotoxicidad in vitro
0 6 7 8
Tubo (N°) L 2 3 4 5 Blanco  Control PK

Stock de ADN (1 500 ng/pL)

Volumen en pL 14 14 14 14 14 - 14 14
Extracto (mg/mL) 5 10 25 50 100 100 - 100
hidroalcohélico de

“urqu mufa” (ML) 6 6 6 6 6 20 - 3
Proteinasa K - - - - - - - 3
Agua bidestilada estéril - - - - - - 6 3
Volumen total (UL ) 20 20 20 20 20 20 20 23
Incubacidn en bafio Maria a 37°C 1 hora

39,40

25, 50 y 100 mg/mL, frente al ADN genémico humano.
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Tabla 4. Preparacion de las mezclas para ensayo de genotoxicidad in vitro de extracto
hidroalcohdlico de Clinopodium brevicalix Epl. “urqu mufia” a concentraciones de 100,
200, 300, 400 y 500 mg/mL, frente al ADN genémico humano. %

Condiciones Mezclas para ensayo de genotoxicidad in vitro
6 7 8
Blanco  Control PK

Tubo (N°) 1 2 3 4

Stock de ADN (1 500 ng/pL)

14 14 14 14 14 - 14 14
Volumen en pL
Extracto (mg/mL) 100 200 300 400 500 500 - 500

hidroalcohélico

de “urqu mufa” (uL) 6 6 6 6 6 20 - 3
Proteinasa K - - - - - - -

Agua bidestilada estéril - - - - - - 6
Volumen total (uL) 20 20 20 20 20 20 20 23
Incubacion en bafio Maria a 37°C 1 hora

3.4.6.3. Fase de electroforesis

Procedimiento

e Se realiz6 un gel de agarosa al 1% y se coloco en la camara de
electroforesis Biometra.

e La cantidad de muestra cargada en los pocillos de gel de agarosa, se utilizd
la cantidad descrita en la siguiente tabla:

Tabla 5. Preparacion de las mezclas para el volumen de carga en los pocillos del gel de

agarosa con soluciones de digestion de ADN gendémico humano en el ensayo de

genotoxicidad in vitro del extracto hidroalcohélico de Clinopodium brevicalix Epl. “urqu

mufa” ” a concentraciones de 5, 10, 25, 50 y 100 mg/mL, frente al ADN gendémico
humano.*® %
Condiciones Volumenes de carga en el ensayo de genotoxicidad in vitro
N° de carril del gel 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Solucion Marcador de
de tamafio 5 10 25 50 100 Blanco Control PK
.. (mg/mL)
digestion molecular
(ML)
con
4 7 7 7 7 7 7 7 7
extractos
H204 (HL) 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Loading(uL) 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Volumen total (pL) 7 10 10 10 10 10 10 10 10
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Tabla 6. Preparacién de las mezclas para el volumen de carga en los pocillos del gel de
agarosa con soluciones de digestion de ADN gendémico humano en el ensayo de
genotoxicidad in vitro del extracto hidroalcohdlico de Clinopodium brevicalix Epl. “urqu

mufa” a concentraciones de 100, 200, 300, 400 y 500 mg/mL, frente al ADN gendémico
39, 40

humano .
Condiciones Volumenes de carga para ensayo de genotoxicidad in vitro
N° de carril del gel 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Solucion Marcador
de detamafio 100 200 300 400 500 Blanco Control PK
... (mg/mL)
digestion molecular
(18]
con
4 7 7 7 7 7 7 7 7
extractos
H20q (uL) 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Loading (uL) 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Volumen total (uL) 7 10 10 10 10 10 10 10 10

e Luego instalo la camara de electroforesis en la fuente de energia y se
programo a 30 voltios (V). por tres horas seguidas.

3.4.6.4. Fase de lectura por radiaciéon UV

Una vez finalizada la electroforesis, sumerja el gel de agarosa en una solucion

de bromuro de etidio al 1% durante unos 10 minutos y enjuague dos veces con

una gran cantidad de agua corriente para observar las bandas genotdxicas y / o

los productos de fragmentos de ADN. Ponga el gel de agarosa en ultravioleta

radiacion, solo dentro del sistema de grabacién de imagenes Biometra UV TS.**
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o Ademas, se utiliz6 una camara digital Canon 20x full HD de 12,1 megapixeles
para tomar fotos en un transiluminador ultravioleta de la marca Ultra Lum; en
ambos casos se pueden observar bandas de ADN de diferentes
concentraciones.

3.4.6.5. Fase de interpretacion y clasificacion del registro visual de

genotoxicidad

El rango numérico correspondiente al nivel de fragmentacion del ADN (como

producto genotoxico) visualizado en el registro fotografico se basa en la

clasificacién de la “prueba cometa” propuesta por Speit (1995) y Collins (2004).

En el trabajo, de Ménica Marisol Larrea Poma.*?
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Tabla 7.Clasificacion de los niveles de fragmentacion del ADN por registro visual.

Clase: Valor numérico Genotoxicidad
0 Fragmentacion de ADN < 5%
1 Fragmentacion de ADN entre 5 a 20%
2 Fragmentacion de ADN entre 20 a 40%
3 Fragmentacion de ADN entre 40 a 95%
4 Fragmentacion de ADN >95%

Fuente: Larrea Poma M, 2007*

3.5. Tipo deinvestigacion

Ya que el andlisis cumple ambos requisitos para poder hacer el control y la
efectividad interna: a) conjunto de comparacion (manipulacion de cambiantes
independientes), y b) equivalencia de conjunto. *

3.6. Disefio de investigacién

El andlisis que realizamos ha sido un disefio siguiente a la prueba con solo un
conjunto de control, que integré 2 conjuntos: un conjunto recibié procedimiento
empirico y el otro conjunto no (grupo de control). O sea, el desempefio de
cambiantes independientes solo alcanza 2 niveles: vida e inexistencia. Una vez
finalizada la operacion se miden las cambiantes dependientes del analisis para
los dos grupos®.

Tabla 8. Disefio de investigacion con pos-prueba Unicamente y grupo de control.

Grupos Tratamiento Observacion
G, X 0O,
G2 - O2

Se realizaron cuatro repeticiones de cada ensayo.

3.7. Andlisis de datos estadistico

Los datos conseguidos se agrupan y muestran a modo de tabla, registrados con
fotografias y nimeros, que tienen la posibilidad de describir mejor los hallazgos.
Se us6 la prueba de Kruskal-Wallis de muestras no estandar y el paquete de
programa estadistico SPSS 23 para evaluar el costo de expresion de mal
genotoxico.

Un valor de p<0,05 sera considerado como el nivel estadisticamente
significativo.*®

Para lo cual se plantea la siguiente hipotesis:

H° = No presenta efecto genotoxico.

H'= Presenta efecto genotéxico.
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IV. RESULTADOS
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Tabla 9. Tamizaje fitoquimico para la identificacion de metabolitos secundarios
presentes en el extracto hidroalcohdlico de hojas y tallos de Clinopodium brevicalix Epl.
“urqu muna”. Ayacucho, 2019.

Resultados
Metabolitos Extracto Extracto .
. Ensayos . - . - Observaciones
secundarios hidroalcohélico hidroalcohélico
de hojas de tallos
Dragendorff + + Hay formacién de
. Mayer + + recipitado en
Alcaloides Y precip
todas las
Wagner + + .
reacciones.
. Formacion de
Taninos y Cloruro .,
. ++++ ++++ una coloracion
Fenoles Férrico
negruzca.
Hay una
coloracion
. . amarilla, naranja,
Flavonoides Shinoda +++ + . . )
carmelita o rojo
en la fase
amilica.
No hay
Cardenolidos Kedde + Negativo coloracion
violacea.
Coloracion verde
Catequinas Catequinas +++ ++ carmelita a luz
g a UV indica un
ensayo positivo.
Formacion de
Saponinas Espuma +++ Negativo espuma al
superficie.
Azlicares Formacion de
Benedict Negativo Negativo precipitado rojo
reductoras .
ladrillo.
Resinas Negativo Negativo
Muscilagos Negativo Negativo
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Tabla 10. Cuantificacion por espectrofotometria ultra violeta marca Eppendorf Bio
Photometer plus de ADN genémico humano obtenido mediante extraccién organica.
Ayacucho, 2018.

i Pureza de
Concentracién ADN Proteinas
Muestra ADN
ADN (ug /ml)

A 260 A 280 A260/A280
1 1254,6 0,502 0,253 1,98
2 2083,5 0,833 0,452 1,85
3 2439,9 0,976 0,489 1,99
4 1122,8 0.449 0,242 1,85
5 3520,8 1,408 0.693 2,00
6 3857,8 1,543 0,878 1,76
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Leyenda:

Volumen de carga: Muestra 7 pL + loading 6X 1 pL + 2 pL agua ultrapura.
Condiciones de electroforesis: 30 voltios durante una hora.

Coloracion de ADN: Bromuro de etidio al 1 % durante diez minutos.

Figura 3. Registro fotografico de electroforesis en gel de agarosa al 1 % del ADN
genémico humano, obtenido de seis muestras y coloreado con bromuro de etidio.
CIBMB-UNSCH. Ayacucho 2018.
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123456789

Marcador 5 10 25 50 100 Blanco Control 100
mg/mL mg/mL  mg/mL mg/mL  mg/mL mg/mL/PK

Leyenda:

Carril N° 1: Marcador de tamafio molecular 1 kb.

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 de extracto hidroalcohélico (blanco).

Carril N° 8: Con ADN puro (control).

Carril N° 9: Con 100 mg/mL de extracto hidroalcohdlico + proteinasa K.
Volumen de carga: Muestra (7 pL) + loading (2pL) + agua ultrapura (1 pL) = 10 pL.
Condiciones de electroforesis: 30 voltios durante 3 horas.

Coloracion de ADN: Bromuro de etidio al 1% durante 15 minutos.

Figura 4. Ensayo genotoxico in vitro del extracto hidroalcohdlico de hojas de
Clinopodium brevicalix Epl. “urqu mufia” a concentraciones de 5, 10, 25, 50 y 100
mg/mL, frente a ADN gendémico humano incubado a 37°C durante una hora. CIBMB-
UNSCH. Ayacucho 2018.
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123456789

Marcador 100 200 300 400 500 Blanco Control 500
mg/mL mg/mL mg/mL  mg/mL  mg/mL mg/mL/PK

Leyenda:

Carril N° 1: Marcador de peso molecular 1 kb.

Carril N° 2: Con 100 mg/mL.

Carril N° 3: Con 200 mg/mL.

Carril N° 4: Con 300 mg/mL.

Carril N° 5: Con 400 mg/mL.

Carril N° 6: Con 500 mg/mL.

Carril N° 7: Con 500 mg/mL de extracto hidroalcohdlico (blanco).
Carril N° 8: Con ADN puro (control).

Carril N° 9: Con 500 mg/mL extracto etandlico + proteinasa K.
Volumen de carga: Muestra (7 pL) + loading (2uL) + agua ultrapura (1 pL) = 10 pL.
Condiciones de electroforesis: 30 voltios durante 3 horas.
Coloracion de ADN: Bromuro de etidio al 1% durante 15 minutos.

Figura 5. Ensayo genotéxico in vitro del extracto hidroalcohdlico de hojas de
Clinopodium brevicalix Epl. “urqu muia” a concentraciones de 100, 200, 300, 400 y 500
mg/mL, frente a ADN gendmico humano incubado a 37°C durante una hora. CIBMB-
UNSCH. Ayacucho 2018.
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Tabla 11. Valores numéricos del ensayo genotoxico in vitro del extracto hidroalcohdlico
de hojas de Clinopodium brevicalix Epl. “urqu muia” a concentraciones de 5, 10, 25, 50,
100, 200, 300, 400 y 500 mg/mL, respectivamente, frente al ADN gendmico humano
incubado a 37°C durante una hora. CIBMB-UNSCH. Ayacucho 2019.

Condiciones de la Clinopodium brevicalix Epl. “urqu muia”
incubacion Extracto hidroalcohélico de hojas
Temperatura  Tiempo Concentracién en mg/mL.

°C Hora 5 10 25 50 100 200 300 400 500
0o o0 2 2 3 3 4 4 4

37 1 0 0 2 2 3 3 4 4 4
0 0 2 2 3 3 4 4 4
0 0 2 2 3 3 4 4 4
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Figura 6. Prueba de Kruskal-Wallis (H=35,00, GL=8, P=0.000): para determinar el grado
de genotoxicidad in vitro del extracto hidroalcohdlico de hojas de Clinopodium brevicalix
Epl. “urqu mufa” a concentraciones de 5, 10, 25, 50, 100, 200, 300, 400 y 500 mg/mL,
respectivamente, frente al ADN gendmico humano, incubado a 37°C durante una hora.
CIBMB-UNSCH. Ayacucho 2019.

39



123456789

Marcador 5 10 25 50 100 Blanco  Control 100
mg/mL  mg/mL  mg/mL mg/mL  mg/mL mg/mL/PK

Leyenda:

Carril N° 1: Marcador de peso molecular 1 kb.

Carril N° 2: Con 5 mg/mL.

Carril N° 3: Con 10 mg/mL.

Carril N° 3: Con 25 mg/mL.

Carril N° 4: Con 50 mg/mL.

Carril N° 5: Con 100 mg/mL.

Carril N° 6: Con 100 mg/mL de extracto hidroalcohdlico (blanco).

Carril N° 7: Con ADN puro (control).

Carril N° 8: Con 100 mg/mL de extracto hidroalcohélico + proteinasa K.
Volumen de carga: Muestra (7 pL) + loading (2uL) + agua ultrapura (1 puL) = 10 pL.
Condiciones de electroforesis: 30 voltios durante 3 horas.

Coloracion de ADN: Bromuro de etidio al 1% durante 15 minutos.

Figura 7. Ensayo genotoxico in vitro del extracto hidroalcohdlico de tallos de
Clinopodium brevicalix Epl. “urqu mufia” a concentraciones de 5, 10, 25, 50 y 100
mg/mL, frente al ADN gendémico humano incubado a 37°C durante una hora. CIBMB-
UNSCH. Ayacucho 2018.
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123456789

Marcador 100 200 300 400 500 Blanco Control 500
mg/mL  mg/mL  mg/mL mg/mL  mg/mL mg/mL/PK

Leyenda:

Carril N° 1: Marcador de peso molecular 1 kb.

Carril N° 2: Con 100 mg/mL.

Carril N° 3: Con 200 mg/mL.

Carril N° 4: Con 300 mg/mL.

Carril N° 5: Con 400 mg/mL.

Carril N° 6: Con 500 mg/mL.

Carril N° 7: Con 500 mg/mL de extracto etandlico (blanco).

Carril N° 8: Con ADN puro (control).

Carril N° 9: Con 500 mg/mL extracto etandlico + proteinasa K.
Volumen de carga: Muestra (7 pL) + loading (2pL) + agua ultrapura (1 pL) = 10 pL.
Condiciones de electroforesis: 30 voltios durante 3 horas.
Coloracion de ADN: Bromuro de etidio al 1% durante 15 minutos.

Figura 8. Ensayo genotoxico in vitro del extracto hidroalcohdlico de tallos de
Clinopodium brevicalix Epl. “urqu mufia” a concentraciones de 100, 200, 300, 400 y 500
mg/mL, frente al ADN gendémico humano incubado a 37°C durante una hora. CIBMB-
UNSCH. Ayacucho 2018.
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Tabla 12. Valores numéricos del ensayo genotoxico in vitro del extracto hidroalcohdlico
de tallos de Clinopodium brevicalix Epl. “urqu mufa” a concentraciones de 5, 10, 25, 50,
100, 200, 300, 400 y 500 mg/mL, respectivamente, frente al ADN gendmico humano
incubado a 37°C durante una hora. CIBMB-UNSCH. Ayacucho 2019.

Condiciones de la Clinopodium brevicalix Epl. “urqu muia”
incubacion Extracto hidroalcohdélico de tallos
Temperatura  Tiempo Concentracién en mg/mL.

°C Hora 5 10 25 50 100 200 300 400 500
0o o0 0 0 0 1 1 1 2

37 L 0o o0 0 0 0 1 1 1 2
0o o0 0 0 0 1 1 1 2
0o o0 0 0 0 1 1 1 2
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Figura 9. Prueba de Kruskal-Wallis (H=35,00, GL=8, P=0.000): para determinar el grado
de genotoxicidad in vitro del extracto hidroalcohélico de tallos de Clinopodium brevicalix
Epl. “urqu mufa” a concentraciones de 5, 10, 25, 50, 100, 200, 300, 400 y 500 mg/mL,
respectivamente, frente al ADN genémico humano, incubado a 37 °C durante una hora.
CIBMB-UNSCH. Ayacucho 2019.
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V. DISCUSION

La investigacion realizada conduce a interpretar los resultados de los diferentes
ensayos, con el designio de determinar el efecto genotdxico “in vitro” del extracto
hidroalcohdlico de hojas y tallos de la planta en estudio.

El tamizaje fitoquimico del extracto hidroalcohdlico de hojas y tallos de la planta
Clinopodium brevicalix reportado en la tabla 8, detalla la presencia de taninos y/o
fenoles, en concentracion abundante en hojas y tallos; flavonoides en
concentracion abundante en hojas y regular en tallos; catequinas en regular
concentracion en hojas y poca concentracién en tallos; saponinas en regular
concentracion en hojas y ausente en tallos; alcaloides en poca concentracién en
hojas y trazas en tallos; cardendlidos trazas en hojas y ausente en tallos;
mientras que, no se detectaron la presencia de azlcares reductores, resinas ni
muscilagos.

Los taninos y/o fenoles se detectan por el fuerte verde, azul o negro que se
produce al agregar 1% de cloruro férrico. Los flavonoides tienen reaccién de
Shinoda, mostrando un cambio de color de amarillo a rojo. Es de color marrén
verdoso bajo luz ultravioleta, lo que indica positivo para las catequinas. Las
saponinas presentes en la espuma; el propranolol se torna violeta con el reactivo
de Kedde; en la identificacion de alcaloides, se precipita con reactivos de
Dragendorf, Meyer y Wagner. *>**

Esta evaluacion fue realizada por otros autores que han confirmado la existencia
de estos metabolitos secundarios en las plantas medicinales, asi tenemos:
Alarcon® realiz6é un estudio para establecer los efectos genotdxicos in vitro de la
planta medicinal antiinflamatoria Oenothera rosea Ait “yawar suqu”, Piper
elongatum Vahl “matico” y Xanthium catharticum HBK “amor seco

Ademas los metabolitos secundarios identificados en los extractos
hidroalcohdlicos de "yawar suqu" y "matico” son alcaloides, lactonas y/o

cumarinas, fenoles y / o taninos, flavonoides, quinonas y glucésidos cardiacos.
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En los extractos hidroalcohdlicos de alcaloides de "amor seco", fenoles y / o
taninos, flavonoides y quinonas, estas tres plantas tienen las mismas
propiedades sensoriales y de solubilidad.*

Quiros44 evalu6 la actividad cicatrizante de un gel realizado con extractos de
"nuez" (nuez), "ortiga" (Urtica dioica L) y "aloe vera" y causé una herida
(pequefia) en el lomo de ratones. raton).

Los resultados mostraron que gracias a la existencia de taninos de nogal,
flavonoides de ortiga y mucilagos de aloe, el gel tiene actividad cicatrizante en
las heridas de la dermis, y una vez que ambos se utilizan unidos, van a tener un
impacto sinérgico.

De igual manera, Hurtado.” mostrd que el extracto es efectivo como méanager
gastroprotector en un modelo de Ulcera gastrica inducida por etanol de 96 °.
Ademas, sus hojas ademas tienen dentro sacarosa de madera de nogal, que
tiene carbohidratos, compuestos fendlicos, flavonoides, taninos, antraquinonas,
triterpenos, esteroides, saponinas y alcaloides.

Los resultados de la investigacion, son similares a los reportados en estos tres
trabajos citados, en el sentido de haber identificado taninos y fenoles en cantidad
muy abundante, flavonoides en regular cantidad y alcaloides en cantidad escasa,
siendo estos metabolitos secundarios, los probables responsables del efecto
genotoéxico sobre el ADN gendmico humano ensayado.

La tabla 10, es referente a la cuantificacion por espectrofotometria UV del ADN
genomico humano, se procesaron seis tubos a partir de las dos muestras de
sangre; para cuantificar DNA con A 260 y con A 280 proteinas, las
concentraciones de ADN obtenidas va desde 1122,8 pug/mL hasta 3857,8 pg/mL.
El grado de pureza deberia estar entre 1.8 y 2.00, y se observa que 5 de ellos
caen en este rango (excepto la muestra 6).%®

La Figura 3 por medio de un registro fotografico que sefialan los niveles de
concentracion de ADN conseguidos de 6 muestras de sangre humana usadas
para el analisis. Las muestras se sometieron a electroforesis en un gel de
agarosa al 1%. La concentracién de los carriles 1, 2, 3, 5 y 6 ha sido bastante
alta De igual manera, una vez que la concentracion es baja en el carril 4, las
propiedades de estas bandas son de forma directa consistentes con la
concentracion definida por espectrofotometria ultravioleta.

La figura 4, muestra el registro fotografico que revela el resultado de

genotoxicidad in vitro la preparacion del extracto hidroalcohélico de las hojas del
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arbol del té Clinopodium brevicalix Epl. “urqu mufa” con concentraciones de 5,
10, 25, 50 y 100 miligramo / mL en un bafio de agua a 37°C a lo largo de 1 hora.
El carril 1 corresponde al marcador de tamafio molecular de 1 kb; los carriles 2 a
6 son carriles para procesar el ADN gendmico humano, con las concentraciones
que corresponden de extractos hidroalcohdlicos. Se puede ver que en los
carriles 2 y 3, gracias a los extractos hidroalcohdlicos, cada banda de ADN no
padece de roturas obvias. Visto a las concentraciones de 5y 10 miligramo / mL,
respectivamente, era lo mismo que la banda de "control' de ADN gendmico
humano en el carril 8 sin procedimiento de extracto; el carril 5 muestra que la
concentracion de la banda de ADN es sutilmente menor que la del "control”, lo
cual se deberia a la fragmentacién provocada por los extractos de 25 y 50
miligramo / mL, respectivamente; mientras que, en el carril 6 la fragmentacion del
ADN es notoria, la banda es menor comparada con la del carril 8 (control),
porque fue tratada con extracto a 100 mg/mL; el carril Corresponde a la corrida
"blanca", o sea, el extracto hidroalcohdlico de la hoja de Spodoptera litura Epl.
100 miligramo / mL de "Urqumufa", en el cual no se vio ADN de hojas de
"urqumufa”. La banda vista en el carril 8 es ADN gendémico humano sin ningin
procedimiento, que sirve como "control' para la comparacion con diferentes
concentraciones de extractos hidroalcohodlicos con cada ADN de procedimiento.
El carril 9 corresponde al proceso de electroforesis de procesamiento de ADN
gendémico humano a 1500 ng / L, que tiene 100 miligramo / mL de extracto
hidroalcohélico de hoja de "urqumufa”, mas proteinasa K, lo cual sugiere que la
magnitud del color de la banda es la misma que el del carril 6.
Comparativamente, la proporcion de ADN se disminuye. Se reitera que la
fragmentacion del ADN se deberia a los efectos de los metabolitos secundarios
presentes en el extracto hidroalcohdlico, mas que a las nucleasas que tienen la
posibilidad de provenir de las hojas de la "urgumufia", debido a que estas
enzimas son degradadas por la accion de la proteinasa K, en 37 Incubar a lo
largo de una hora a °C.

La Figura 5 muestra los resultados de genotoxicidad in vitro de los extractos
hidroalcohélicos de las hojas de Spodoptera litura Epl. Comparado con el ADN
genémico humano a una concentracion de 1500 ng / uL, "Urqumuna" a
concentraciones de 100, 200, 300, 400 y 500 miligramo / mL se incub6 en un
bafio de agua a 37°C a lo largo de una hora. El carril 1 corresponde al marcador
de tamafio molecular de 1 kb; los carriles 2 a 6 son carriles para procesar el ADN

genomico humano, con las concentraciones que corresponden de extractos
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hidroalcohdlicos. Se considera que debido al impacto de los extractos
hidroalcohdlicos en los carriles 2 y 3, cada ADN la banda tiene roturas obvias.
Las concentraciones son 100 y 200 miligramo / mL, al comparar constantemente
con la banda de "control* de ADN genomico humano en el carril 8 que no fue
tratado con el extracto; los carriles 4, 5y 6 por el momento no presentan bandas
de ADN enteras, esto se deberia a que los extractos permanecen en 300, 400 y
500, miligramo / mL ha sido provocado por fractura; el carril 7 corresponde al
corrido “blanco”, o sea, la concentracidén del extracto hidroalcohdlico de las hojas
de la “urqu mufia” ha sido de 500 miligramo / mL, y sin trazas de la “urqu mufa”
se observaron hojas ADN. La banda vista en el carril 8 es ADN gendmico
humano sin ningln tratamiento, que sirve como "control" para la comparacion
con diferentes concentraciones de extractos hidroalcohodlicos con cada ADN de
procedimiento.

Ademas el carril 9 corresponde al proceso de electroforesis de procesamiento de
ADN genémico humano a 1500 ng/uL, que contiene 100 mg / mL de extracto
hidroalcohélico de hoja de "urqu mufia", mas proteinasa K, lo que indica que la
intensidad del color de la banda es la misma que el del carril 6. En comparacion,
la cantidad de ADN se reduce. Se reitera que la fragmentacion del ADN se debe
a los efectos de los metabolitos secundarios presentes en el extracto
hidroalcohdlico, mas que a las nucleasas que pueden provenir de las hojas de la
"urgu mufia", ya que estas enzimas son degradadas por la accion de la
proteinasa K, en 37°C incubar durante una hora.

Segun con los resultados de la prueba de genotoxicidad del procedimiento in
vitro, los resultados que se presentan en la Figura 4 y la Figura 5 se usan como
escala de la Tabla 7 Metodolégica como alusién, y el costo destinado como el
nivel de fragmentacién del ADN gendmico humano se usa como Costo a la hoja
Clinopodium brevicalix Epl. “urqu mufa lo mismo que se reporta en la Tabla 11;
especificar que los fragmentos son menos del 5% de ADN (valor = 0) a5y 10
miligramo / mL respectivamente; entre 25 y 50 miligramo / mL, entre 20 y Entre
40 % (valor = 2); las concentraciones son 100 y 200 miligramo / mL, entre 40% a
95% (valor = 3), y entre 300, 400 y 500 miligramo / mL, los fragmentos son mas
grandes al 95% de procesado humano ADN gendmico (valor = 4).

Tomando estos datos, los valores numéricos consignados en la tabla 11, se
realizaron los andlisis estadisticos se usoO la prueba de Kruskal-Wallis para

confrontar el nivel de fragmentacién del ADN gendmico humano, expresado
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como porcentaje (%) relativo a la concentracion del extracto hidroalcohdlico de
hojas de Spodoptera litura Epl. "Urqu mufia" se expresa en mg por mililitro (mg /
mL). Como se muestra en la Figura 6, el porcentaje de fragmentacion del ADN
genomico humano expone el nivel de genotoxicidad. Expresado por la conjetura
nula, cada una de las medianas son equivalentes y equivalentes a otra Esta
conjetura (H1), por lo menos una mediana es distinto. Los resultados reportan
que para GL= 8 y H= 35,00 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 nivel de
fragmentacion del ADN gendmico humano procesado es dependiente de la
concentracion del extracto hidroalcohélico de hojas de Clinopodium brevicalix
Epl. “urqu muna”.

Estos resultados, no pueden ser contrastados con estudios similares de
genotoxicidad de “urqu mufa”, porque no se ha encontrado reportes; sin
embargo, podemos corroborar al estudio de actividad antimicrobiana de “urqu
muna”, cuya accion letal sobre las células microbianas se deba al efecto
genotoxico, entre ellos podemos mencionar:

Carhuapoma® ha definido que el aceite importante de Satureja brevicalyx (ahora
Clinopodium brevicalix Epl. "Urgu mufia") tiene impacto anti-Helicobacter pylori,
con una concentracion inhibitoria minima de 1.00 ug / mL y una concentracion
bactericida minima de 2.00 ug / mL. La citotoxicidad de los aceites
fundamentales confirm6 su alta actividad bioldgica y su concentracion letal
promedio (CL50) ha sido de 13,35 ug / mL. Su dosis letal media (DL50) es de
655,26 miligramo / kilogramo, que se estima toxica.

Montes'™ mensiono que la concentracion minima inhibitoria (MIC) y la
concentracion minima de fungicida (CMF) del aceite importante Satureja
brevicalyx Epl. "Wayramufia" es 1,198 miligramo / mL y 2,396 miligramo / mL
respectivamente frente a Candida albicans ATCC 10231. Mientras que, la
Concentraciéon Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracion Minima Fungicida
(CMF) del extracto hidroalcohélico, fue de 0,046 mg/mL y 0,093 mg/mL,
respectivamente, frente a la misma cepa de Candida.

Contreras®’ investigo la actividad antibacteriana del aceite sustancial de
Minthostachys mollis y ensefi6 cualitativamente su impacto antibacteriano ante la
disenteria de Shigella, Salmonella typhi y E. coli, en medio de las que la

disenteria de Shigella es la mas sensible al aceite sustancial de "mufia". Diaz11

49



concluyé el impacto antibacteriano del aceite sustancial de Minthostachys mollis
"mufa”

Diaz"* contra la cepa estandar ATCC de Salmonella. Proteobacteria,
Lactobacillus, Fusobacterium nuclear, Actinobacteria, Actinobacteriaceae Mitan y
Actinomycetes. Se usaron amoxicilina y agua como controles positivos vy
negativos, respectivamente. En conclusién, el aceite importante de
Minthostachys mollis "mufia" tiene una actividad antibacteriana media de 16,75
mm. El didmetro del halo.

La figura 7, revela el resultado de genotoxicidad in vitro y la preparacion del
extracto hidroalcohdlico del tallo de la planta del t¢é con mango corto. Para el
ADN genomico humano a una concentracion de 1500 ng / pL, se incubd
"Urgumufa" con concentraciones de 5, 10, 25, 50 y 100 miligramo / mL en un
bafio de agua a 37°C a lo largo de 1 hora. El carril 1 corresponde a un marcador
de tamafio molecular de 1 kb; los carriles 2 a 6 son carriles para procesar el ADN
genomico humano, con las concentraciones que corresponden de extractos
hidroalcohélicos. Se puede mirar que en los carriles 2, 3, 4, 5y 6, gracias a la
efectividad de los extractos hidroalcohdlicos con concentraciones de 5, 10, 25,
50 y 50 100 mg/mL, se observo la misma banda que el ADN gendmico humano
"control" en el carril 8, que no ha sido tratado con el extracto. El carril 7
corresponde al trazo "blanco", que es el extracto hidroalcohdlico del tallo de
Spodoptera litura Epl. 100 mg / mL de "Urqumufa", en los que no se observo
ADN de hojas de "urqu mufia". La banda observada en el carril 8 es ADN
genémico humano sin ningln tratamiento, que sirve como "control" para la
comparacion con diferentes concentraciones de extractos hidroalcohélicos con
cada ADN de tratamiento.

En el carril 9 corresponde a la operacion de electroforesis de procesamiento de
ADN gendémico humano a 1500 ng / yL, desarrollada con 100 miligramo / mL del
extracto agua-alcohdlico del tallo de "urgu mufia" mas enzima proteinasa K,
mostrando que el ADN del cinturén no cayé como en el carril 6., compararlo con
el "control", reiterar que la falta de fragmentacion del ADN se deberia a la accién
de los metabolitos secundarios presentes en el extracto hidroalcohdlico, no a las
nucleasas que tienen la posibilidad de provenir del tallo de la "urqu mufa" pues
dichos K se degradan por la accién de la proteasa y se incuban a 37°C a lo largo
de 1 hora.

Igualmente, el registro fotografico de la Figura 8 expone los resultados de

genotoxicidad in vitro del extracto hidroalcohélico del tallo de Spodoptera litura
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Epl. Comparado con el ADN gendmico humano a una concentracién de 1500 ng
/ yL, "Urqu mufa" a concentraciones de 100, 200, 300, 400 y 500 miligramo / mL
se incubd en un bafio de agua a 37 ° C a lo largo de una hora. El carril 1
corresponde a un marcador de tamafio molecular de 1 kb; los carriles 2 a 6 son
carriles para procesar el ADN gendémico humano, con las concentraciones que
corresponden de extractos hidroalcohdlicos. Se cree que en el carril 2, los
extractos hidroalcohdlicos se hallan en una determinada concentraciéon. Como
consecuencia, la banda de ADN no experimentd roturas obvias.
Comparativamente con la banda de ADN gendmico humano "control” en el carril
8 que no se ha tratado con el extracto, es de 100 miligramo / mL; los carriles 3, 4
y 5 presentan bandas de ADN a 200, 300 y 400 miligramo / mL, respectivamente
La banda de ADN en el carril 6 es mas pequefia que la banda de ADN en el
"control", el carril 7 corresponde al periodo "blanco”, o sea, el extracto
hidroalcohdlico del tallo de "urqu mufa" es de 500 miligramo / mL, en el cual el
no se vio presencia de ADN del tallo "urqu mufia". La banda vista en el carril 8 es
ADN gendmico humano sin ningun procedimiento, que sirve como "control" para
la comparacion con diferentes concentraciones de extractos hidroalcohélicos con
cada ADN de procedimiento.

El carril 9 corresponde a la operacion de electroforesis de 1500 ng / uL de ADN
gendémico humano tratado con 500 ng / mL de extracto hidroalcohdlico de tallo
"urqu mufia" mas Enzima K. Comparativamente con el sexto carril, las bandas de
ADN permanecen hacia debajo, comparativamente con el "control". Se reitera
que la fragmentacion del ADN se deberia a los efectos de los metabolitos
secundarios presentes en el extracto hidroalcohélico, mas que a las nucleasas
que tienen la posibilidad de provenir del tallo de la "urqu mufa", debido a que
estas enzimas se veran dafadas por la proteinasa K a lo largo de la hidrdlisis
enzimatica. y degradacién. Incubar a lo largo de 1 hora a 37°C.

Los resultados mostrados en la Figura 7 y Figura 8, y usando la escala de la
Tabla 7 del procedimiento como alusion, se toman como el costo destinado
como el nivel de fragmentacion del ADN gendmico humano, como el producto de
la prueba de genotoxicidad in vitro, segun a la concentracion del extracto
hidroalcohdlico. "Urqu mufia", la misma que se reporta en la Tabla 12; detalla
que los fragmentos de 5, 10, 25, 50 y 100 miligramo / mL son menos del 5% del
DNA (valor = 0); con 200; 300 y 400 mg/mL, entre el 5 al 20 % (valor = 1);
mientras que con 500 mg/mL, entre 20 al 40 % del ADN gendémico humano

tratado (valor = 2).
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Luego de tomar dichos datos, los valores se enumeran en la Tabla 12. Se uso la
prueba de Kruskal-Wallis para la investigacion estadistico para equiparar el nivel
de fragmentacion del ADN gendémico humano a intentar, expresado como un
porcentaje (%) relativo a un porcentaje. de la concentracién. Extracto
hidroalcohdlico de los tallos de Platycladus orientalis. "Urqu mufia" se expresa en
mg por mililitro (mg / mL), como se muestra en la Figura 9. El porcentaje de
fragmentacion del ADN gendmico humano expone el nivel de genotoxicidad La
premisa nula (Ho) se usa para indicar que cada una de las medianas son
equivalentes a otra conjetura (H1), y por lo menos una mediana es distinto. Los
resultados informan que para GL = 8 y H = 35,00, el costo de P es 0,000; para
GL =8y H = 35,00, el costo de P es 0,000. y entonces, como P es menor que
0.05, se rechaza Ho y se acepta H1. Por consiguiente, el nivel de fragmentacién
del ADN gendémico humano procesado es dependiente de la concentracion del
extracto hidroalcohdlico del tallo de Spodoptera litura Epl. "Urqu mufia".

Del mismo modo, los resultados que obtuvimos fortalecen y secundan el
procedimiento usado en el trabajo de hoy para aprender la genotoxicidad del
ADN genémico; es consistente con los resultados conseguidos por Marca etal. *’
quienes evaluaron la genética in vitro del extracto de ajo y toxicidad del jugo.
Extracto de etanol de bulbos de "ajo" a una concentracion de 5,10, 50, 100, 200,
300, 400 y 500 miligramo / mL contra Staphylococcus sp. El ADN genémico no
es genotdxico. Aun cuando la concentracion de jugo de bulbo de "ajo" de 5, 10,
50 y 100% ensefi6é un intenso impacto genotoxico y fragment6 el 100% del ADN,
la prueba de Kruskal-Wallis report6 H = 0.53, GL = 3 yp = 0.912. Concluyeron
gue la savia de los bulbos de ajo es enormemente genotdxica para el ADN
genomico de Staphylococcus. De igual manera, Moreno40 informé la evaluacion
de la genotoxicidad in vitro de papaya fresca y cristalizada para el ADN
gendémico humano. Expone que las 7 concentraciones de latex fresco probadas
fueron 1%, 2.5%, 5%, 10%, 25%, 50% y 100%, en el ADN genémico humano; la
concentracion de 10%, 25% y 50% de fragmentacion de latex cristalino esta
entre el 20% y el 40% de ADN, y la concentracién de latex cristalino degradado
al 100% es del 40% de ADN gendmico humano al 95%. La toxicidad genética del
latex cristalino es dependiente de su concentracion.

La toxicidad antibacteriana y genética de las plantas medicinales se atribuye

primordialmente a la existencia de flavonoides, alcaloides y taninos.®
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1.

VI. CONCLUSIONES

Los extractos hidroalcoholico de hojas y tallos de Clinopodium brevicalix Epl.
“‘urqu muna” Ha mostrado efectos genotdxicos sobre el ADN gendmico
humano in vitro.

Los metabolitos secundarios presentes en los extractos hidroalcohdlico de
hojas y tallos de Clinopodium brevicalix Epl. “urqu mufa” fueron: taninos y/o
fenoles, en concentraciébn abundante en hojas y tallos; flavonoides en
cantidad regular en hojas y trazas en tallos; catequinas en regular cantidad
en hojas y poca cantidad en tallos; saponinas en regular cantidad en hojas y
ausente en tallos y alcaloides en trazas tanto en hojas como en tallos;
mientras que, no se detectaron la presencia de azucares reductores, resinas
ni muscilagos.

El efecto genotéxico de los extractos hidroalcohdlico de Clinopodium
brevicalix Epl. “urqu mufa” frente al ADN gendmico humano, depende de la
concentracion, mostrando en hojas a partir de 25 mg/mL y del tallo a partir
de 200 mg/mL.
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VIl. RECOMENDACIONES

Realizar investigaciones de efecto genotdxico con metabolitos secundarios
fraccionados, de extractos de Clinopodium brevicalix Epl. “urqu muna”.

Ampliar estudios genotéxicos de Clinopodium brevicalix Epl. “urqu mufa”, en

cultivos celulares.
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Anexo 1. Clasificacion taxondémica de Clinopodium brevicalix Epl. “urqu muna”.
Ayacucho 2018.

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. Vanessa, ATAUCUSI ORE, 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 s MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE : ASTERIDAE

ORDEN : LAMIALES

FAMILIA ; LAMIACEAE

GENERO : Clinopodium

ESPECIE g Clinopodium brevicalix Epl.
N.V. : “ urqu muna”

Se expide la certificacidon correspondiente a solicitud de la interesada
para los fines que estime conveniente.

Ayacucho, 2 de Enero del 2017
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Anexo 2. Herbarium de la planta de Clinopodium brevicalix Epl. “urqu mufa”.
Vinchos-Ayacucho 2018.

HUAMANGA
HERBARIUM HUAMANGENSIS

FLORA DEL PERU
| UNIVERSIDADA NACIONAL DE SAN CRISTOBLA DE

Familia Lamfaceae

Nom. Cientiico :.... &/hs padivm. AxsaleX
e !

o . Ayacuthe
Provincia - JHyseoene
Distrto ~.Minghes,
Localidad Vingos
cood i F13,220600 279 BOR).....c..
Habito g
Form. Vegetal
Colector
N° de colecta
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Anexo 3. Formato de consentimiento informado individual. Ayacucho 2018.

FORMATOS DE CONSENTIMIENTO INFORMADO INDIVIDUAL

Proyecto: Efecto genotdxico in vitro del extracto hidroalcohdlico de hojas vy tallos
de Clinopodium brevicalix Epl. “urqu mufa™ frente a ADN gendmice humano.
Ayacuchao, 2018,

Presentacidn
Mi nombre 85 Vanessa ATAUCUSI ORE, soy tesista en la Universidad Macional de San

Cristébal de Huamanga, esloy realizando un estudio sobre el efecto genoldxico de las
plantas medicinales de uso comdn en la regidn Ayacuchg, El estudio se va realizar en los
ambientes del Centro de Investigacidn en Biclogla Molecular de |a Facullad de Ciencias
Biodbgicas, usted tiene derecho a preguntar sobre cualquier riesgo o beneficio de este
@studio para wsled, su familiar y sobre cualquier ofro punto que no esid claro, Cuando
hayamas respondide todas sus dudas, usted tiene e derecho de decidir si usted puada
participar o no,

CONSENTIMIENTD INFORMADO

Por favor lea la siguiente informacién, medite su eleccién y firme si usted esta de
acuardo:

Estoy de acuerdo;

» En donar una muesira de sangre venosa en valumen aproximado de 5 ml

¢ En que el ADN que se oblenga, se ullice solo an of esfudio "Efecto genotixico in vitro
del nm.'tracm hidroalcohdlico de hojas y tallos de Chinopodium brevicalix Epl. “urqu
mufia®,

» En que toda la informacidn cientifica que resulte de [a citada invesfigacidn, no se
publigue fomands mi nambre.

He lsido o escuchado toda la informacion, he hecho todas las praguntas gue he tenido, y
fodas mizs preguntas han sido respondidas satisfactoriamente. Soy consciente de que dar

Una muestra 85 mi decision.
Mombre del participante: e {i‘”

[ E— B
Firma del parficipante; 'f&- "

-
Fecha .
45e la olorgd copia al participante?: B{ Mo :  Huella digital
Mombre y firma del Imvestigador Nanesee Mmktu 5 ':"j-.-i_ \L:ftl

)
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Anexo 4. Ubicacion geografica de la zona de muestreo de la planta de Clinopodium brevicalix Epl. “urqu mufa”. Vinchos-Ayacucho 2018.

LEYENDA ’ COORDENADAS  DISTANCIA ALTURA
. Punto de muestreo 1 | X ! Y !
PUNTO 1  -13.221610 74358922 4TKM  3470msam

Punto de muestreo 2

Punto de muestreo 3 PUNTO2 -13.217836 -74.353128 T.4KM  3580msam

Vinchos | PUNTO 3 13220635 .74.348944 B8.TKM  3740msam

AD AL DE SAN CRISTOBAL DE
HUAMANGA
ESCUELA FPROFESIONAL DE BIOLOGIA
MAFPA DE PUNTOS DE COLECTA
o-rukrmlmo:: PROVINCIA: | DISTRITO:
AYACucHO | HUAMANGA | VINCHOS
ESCALA 1:31.000 DATUM: UTM FUENTE
WGs84 ZONA
{ 188 {
L 0120 EL L 3
V.A.O.
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Anexo 5. Tamizaje fitoquimico del extracto hidroalcohdlico de hojas y tallos de Clinopodium brevicalix Epl. “urqumunfa”.

EXTRACTO

HIDROALCOHOLICO

I DIVIDIR EN FRACCIONES DE 2 mL I

ENSAYO DE ENSAYO DE ENSAYO DE ENSAYO DE ENSAYO DE ENSAYO DE
CATEOUINA FEHLING LIEBERMAN FENOLES Y BORN_TRAGER KEDE
Azlcares Triterpenos y TANINOS Quinonas
reductores Esteroides
ENSAYO DE ENSAYO DE ENSAYO DE ENSAYO DE ENSAYO DE ENSAYO DE
RESINAS BALJET SHINODA NINHIDRINA ESPUMA ALCALOIDES
Lactonas Flavonoides Aminoéacidos Saponina
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Anexo 6. Screening fitoquimico del extracto hidroalcohdlico de las hojas y tallos de Clinopodium brevicalix Epl. “urqu mufa”, Ayacucho
2018.
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Anexo 7. Protocolo de extraccion de ADN genémico humano. Ayacucho 2018.

Homogenizar e Resuspender el
incubar 37°C i
e mm Centrifugar sedimento en Precalentado
— 0,5midesol.
Centnfugar 2500rpm/10  HIGHTE, 50°¢ Homogenizar
2500rpm/10 min min. transferir a tubo x 10 min.
microcentrifuga
de2ml
Transferir 1 ml de sangre Adicionar 9 ml Adicionar 0,5 ml de Adicionar Adicionar 1 ml de sol. Fenol
+9 ml del tampén Tris — sobrenadante NaCl 0,85% sol. ge lisis 10 uL de Pk saturado con Tris: cloroformo

HCL50 mM (pH7.7)

(24:24:1)

Centrifugor 12000
/10min.

Enjuagar el Dejor reposar
sedimento 1hr. e hielo. |
con 1 mlde =
etanol 70%
Eliminar Centrifugar Adicionar alcohol Aspirar la fase Adicionar a la fase
sobrenadante. 12000rpm/15mi isopropilico helado superior acuosa acuosa 1ml de sol.
que contiene Cloroformo y
(\DN alcohol isoamilico |

Centrifugar Resuspender el

12000rpm/15mi sedimento con
300 ul de sol.
Low TE

Guardar en la
nevera
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Anexo 8. Preparacion de soluciones digestivas de DNA gendémico humano a diferentes concentraciones del Extracto hidroalcoholico de

hojas y tallos de Clinopodium brevicalix Epl. “urqu mufa” Ayacucho 2018.

pesar0.1gr || 1000 ul agua
estéril
100 %
HOMOGENIZAR EL [ |

50mi [ ] + 950mi 100mi| ]+ 900mi

H,0 estéril H,0 estéril 500ml [ ]+ 300ml
H,0 estéril

500 H.O
estéril

[y
-E- ‘

6 uldel [] 1r
100 % Control
' ' 3 ul de PK
14 ul de ADN 14 ul de ADN 14 ul de ADN 14 ulL de ADN 14 uL de ADN 20 uL de ADN 14 ul de ADN

\ J

Homogenizar [en el vortex)
1

|INCUBAR EN BANO MARIA A 37° C|
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Anexo 9. Extracto hidroalcohdlico de hojas y tallos de Clinopodium brevicalix Epl. “urqu muia” a diferentes concentraciones Ayacucho

2018.

Efecto genotoxico in vitro del extracto hidroalcohélico de hojas y
tallos de Clinopodium brevicalix Epl. “urqu muna” frente a ADN
genoémico ht . Ay ho, 2019.

Extracto hidroalcohélico de hojas de Clir podium brevicalix Epl.
“urqu muna” a diferentes concentraciones

S mg/mL 10 mg/mL 25 mg/mL  SOmg/mL 100 mg/mt

Extracto hidroalcohélico de tallos de Clinopodium brevicalix Epl.

“urqu muna” a diferentes concentraciones
Sawm omeim Baym Somim  100memt

ADN genémleo humano
1500 ng/ul
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Efecto genotoxico in vitro del extracto hidroalcoholico de hojas y
tallos de Clinopodium brevicalix Epl. "urqu muna” frente a ADN
genomico humano. Ayacucho, 2019,

Extracto hidroalcohélico de hojas de Clinopodium brevicalix Epl.
“urqu muna” a diferentes concentraciones

100 mg/mL 200 mg/mi 300 mg/mL 400 mg/mL SO0 mg/mi

Extracto hidroalcohélico de tallos de Clinopodium brevicalix Epl.
“urqu muna" a diferentes concentraciones

mg/mL 400 mg/mi 500 me/ml
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Anexo 10. Proceso para la determinacion del Extracto hidroalcoholico de hojas y tallos de Clinopodium brevicalix Epl. “urqu mufia” a

diferentes concentraciones. Ayacucho 2018.

iy ‘
% e
=

Solucion de digestion Mezclar las soluciones Procerder a
con extracto a con loading 1 ul y sembraren los pocillos
diferentes agua destilada 2 ul del gel de agarosa

concentraciones

Lavado del gel de
agarosa con agua

corriente
Camara de
Sistema de registro de Voltaje x min electroforesis
imagen Biometra UV carga_das con las
solo TS soluciones de
digestion
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Anexo 11. Diagrama de equipo de electroforesis.

Fuente de energia eléctrica

Z L)

molde abierto s &
3 de metacrilato Earain

Z
/
- dh/ _ Direccion del @ electrodo
INta aanesiva = “SEFEEEE movimiento
No debe tocar Solucién tampén Tanque de electroforesis
el fondo (buffer)

Fuente: https://www.lifeder.com/electroforesis. Imagen cortesia de Raquel Parada Puig46
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Anexo 12. Matriz de consistencia.

TITULO PROBLEMA OBJETIVO MARCO TEORICO HIPOTESIS VARIABLES METODOLOGIA
Efecto ¢Cualserael  GENERAL e Antecedentes del El extractos Variable independiente: Tipo de investigacion:
genotoxico in efecto Determinar el efecto estudio. hidroalcohdlico de Hojas y tallos Experimental.
vitro del extracto genotoxico in genotoxico in vitro de los e Clinopodium hojas y tallos de Clinopodium brevicalix
hidroalcohélico  vitro del extractos hidroalcohélico de brevicalix Epl. Clinopodium Epl. “urqu muia”. Nivel de investigacion:
de hojas y tallos  extracto hojas y tallos de Clinopodium “urqu mufia brevicalix Epl. “urqu Indicador: Basico
de Clinopodium  hidroalcohdlico brevicalix Epl. “urqu mufia” Clasificacion mufa”, a e Concentracion
brevicalix Epl. de hojas y frente a ADN genomico taxonémica, determinadas porcentual v/v del Definicion de la
“urqu mufia” tallos de humano. descripcién Botanica, concentraciones, latex, en pL poblacién y muestra:
frente a ADN Clinopodium ESPECIFICOS Hébitat y distribucién. presentan (microlitros). Hojas y tallos Clinopodium
gendmico brevicalix Epl. e Identificar los metabolitos e Acido genotoxicidad in e Concentracion  m/v brevicalix  Epl.  “urqu
humano. “urqu mufa” secundarios presentes en desoxirribonucleico Vitro frente al ADN del extracto mufa”, que crece sobre
Ayacucho, 2018. frente a ADN los extractos (ADN 0o DNA) gendémico humano. hidroalcohélico de los 3700 msnm, de la

genomico hidroalcohdlico de hojas y  genémico humano semilla, en mg/mL. regiéon de Ayacucho.
humano? tallos de Clinopodium Extraccién de ADN Disefio Experimental:
brevicalix ~ Epl.  “urqu  en sangre Variable dependiente: ~ Los ensayos se realizaran
mufa”. Toxicidad y Efecto genotdxico in vitro con un modelo in vitro
e Evaluar el efecto  genotoxicidad frente al ADN genomico para estudiar la actividad
genotoxico de loS e Electroforesis en humano. genotéxica de tallos y
extractos  hidroalcohdlico  ggl, Indicador: hojas  sobre el ADN
de hojas y tallos de o Eyaluacién de la Grado de fragmentacion genomico de linfocitos
Clinopodium  brevicalix  genotoxicidad  in del ADN genémico humanos, demostrandose
Epl. “urqu mufia” frente a  itrg por el humano por su fragmentacion.
ADN gendmico humano. “Método Escala de valoracion Se aplicard prueba de
Tomasevich’. numérica: 0,1, 2,3y 4.  Kruskal-Wallis para mas

de dos muestras
independientes. El valor
de p<0,05.
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