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RESUMEN

Las hojas y semillas de Ricinus communis “higuerilla”, son empleadas en la
medicina tradicional para tratar afecciones digestivas, casos febriles e infecciones. El
objetivo del presente trabajo determinar el efecto genotdxico in vitro del extracto
hidroalcohdlico de Ricinus communis “higuerilla”, sobre el ADN de Escherichia coli.
La determinacion de genotoxicidad se realizé empleando el método “Tomasevich”,
meétodo en el cual el ADN de Escherichia coli fue enfrentado con los extractos a
diferentes concentraciones, y el potencial genotoxico fue evaluado en funcion de la
fragmentacion y degradacion del ADN bacteriano. Los metabolitos secundarios
presentes en el extracto hidroalcohdlico de las hojas y semillas revelan presencia de
catequinas, resinas, azlcares reductores, fenoles, aminoacidos, quinonas y alcaloides.
Los resultados obtenidos muestran que el extracto hidroalcoholico de semillas a 100
mg/mL fragmentd el ADN bacteriano por encima del 95%, mientras que el extracto
hidroalcoholico de hojas a 100 mg/mL fragmenté el ADN bacteriano entre un 20 al
40%. En conclusion, los extractos hidroalcohdlicos de hojas y semillas de Ricinus
communis presentaron efecto genotdxico frente a ADN de Escherichia coli, siendo el
efecto genotdxico de las semillas superior al de las hojas.

Palabras clave: Ricinus communis, ADN de Escherichia coli, efecto genotoxico.
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ABSTRACT

The leaves and seeds of Ricinus communis (higuerilla) are used in traditional
medicine to treat digestive disorders, fever, and infections. The objective of this study
was to determine the in vitro genotoxic effect of the hydroalcoholic extract of Ricinus
communis (higuerilla) on Escherichia coli DNA. Genotoxicity was determined using
the Tomasevich method, in which Escherichia coli DNA was challenged with extracts
at different concentrations, and the genotoxic potential was evaluated based on the
fragmentation and degradation of bacterial DNA. The secondary metabolites present in
the hydroalcoholic extract of the leaves and seeds reveal the presence of catechins,
resins, reducing sugars, phenols, amino acids, quinones, and alkaloids. The results
obtained show that the hydroalcoholic extract of seeds at 100 mg/mL fragmented
bacterial DNA by over 95%, while the hydroalcoholic extract of leaves at 100 mg/mL
fragmented bacterial DNA by between 20% and 40%. In conclusion, the hydroalcoholic
extracts of leaves and seeds of Ricinus communis showed a genotoxic effect against
Escherichia coli DNA, with the genotoxic effect of the seeds being greater than that of
the leaves.

Keywords: Ricinus communis, Escherichia coli DNA, genotoxic effect.
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CAPITULO I. INTRODUCCION

Las plantas medicinales en toda la historia de la humanidad se presentaron
como una de las herramientas principales dentro del cuidado de la salud, ya que sus
contenidos fueron representados desde la prehistoria en sus apariciones por los primeros
escritos y pinturas rupestres como en China, apareciendo en este pais, la primera obra
de medicina en el mundo y es por ello que se considera a los jardines botanicos como
sistemas de preservacion de plantas, por otra parte, se tiene a Galenus en Roma, quien
priorizo el uso de las plantas dentro de la medicina, por ello fue considerado padre de
la farmacia, asimismo también reporté que algunas especies vegetales presentan
toxicidad, de acuerdo a la cantidad consumida, por ello la importancia de llevar a cabo
estudios que evallen a las plantas como fuente de sustancias quimicas toxicas
(Organizacioén Panamericana de la Salud, 2024).

La higuerilla es una planta anual considerado como arbusto o arbol, la cual
presenta en su composicion quimica a la ricina, que por estudios previos se ha
considerado como una de las proteinas con mayor efecto toxico, presentando un
mecanismo inactivador de los ribosomas RIPs de tipo I, inhibiendo la sintesis de
proteinas, por lo cual podria ser probable que tambien interactle con las cadenas de
nucleotidos del ADN, desarrollando alteraciones y/o mutaciones dependiendo de la
concentracion (Arboleda et al., 2012; Pacheco, 2009).

En la investigacion de drogas vegetales y productos extractivos, se avaltan la
calidad, eficacia y seguridad, con respecto a la seguridad, previamente se debe tener
establecidos los aspectos de calidad como la composicion quimica y la eficacia. Todo
estudio de drogas vegetales debe abarcar composicion quimica, bioactividad, eficacia
y seguridad, puesto que los compuestos quimicos presentes en una especie vegetal
pueden no sélo tener propiedades bioactivas, si no también propiedades téxicas, las
cuales podrian generar efectos colaterales nocivos en las personas que lo consumen, en
funcidnaello, el presente trabajo busca conocer el efecto genotoxico de hojas y semillas

de R communis sobre el ADN aislado de Escherichia coli.



Los objetivos planteados son los siguientes:
Objetivo general
Determinar la genotoxicidad in vitro del extracto hidroalcohdélico de Ricinus communis
“higuerilla”.
Objetivos especificos
¢ ldentificar los metabolitos secundarios presentes en el extracto hidroalcohdlico
de Ricinus communis “higuerilla”
e Evaluar la genotoxicidad in vitro del extracto hidroalcohélico de las hojas y
semillas de Ricinus communis “higuerilla”.
e Comparar la genotoxicidad in vitro del extracto hidroalcohdlico de las hojas y

semillas de Ricinus communis “higuerilla”.



CAPITULO Il. DESARROLLO DE LA PERSPECTIVA TEORICA
2.1. Marco Referencial
2.1.1. Antecedentes Internacionales

Aslani et al. (2007), en el trabajo titulado “Toxicosis por ricino (Ricinus
communis) en un rebafio de ovejas”. Tuvo como objetivo describir los hallazgos
clinicos, de laboratorio y patol6gicos de ovejas intoxicadas con semillas de ricino. La
fuente de intoxicacion fue una mezcla de residuos de jardin. 45 animales presentaron
toxicosis clinica y 17 murieron. Los signos clinicos observados incluyeron debilidad,
salivacion excesiva, diarrea acuosa intensa, deshidratacion, dilatacion de las pupilas
(midriasis), rechinar de dientes, temperatura corporal baja (hipotermia) y la tendencia
a permanecer en posicion de decubito. Los hallazgos hematoldgicos y bioquimicos méas
significativos fueron un alto hematocrito, una alta concentracion de BUN, creatinina y
fosforo sericos, y una alta actividad de 8 CK'y AST séricos. La patologia revel6 graves
problemas de salud que incluyeron una severa gastroenteritis, hemorragia y necrosis en
el corazon, necrosis en el higado y dafio agudo en los tubulos renales de los rifiones. El
tratamiento incluyd cuidados sintomaticos y de apoyo con terapia de fluidos y
administracion de catarticos. Por otro lado, manifiesta que, la semilla de ricino debe
mantenerse fuera del alcance de todo tipo de animales domesticos, y cuando la planta
se cultiva con fines ornamentales, los frutos que contienen las semillas maduras deben
ser removidos en otofio y guardados o destruidos de manera segura.

Audi et al. (2005), en su trabajo “Envenenamiento por ricina”. Tuvo como
objetivo sintetizar la literatura sobre la intoxicacion por ricina y proporcionar
recomendaciones basadas en nuestro mejor juicio profesional para los médicos y los
funcionarios de salud publica que se enfrentan a la liberacion deliberada de ricina en el
medio ambiente. Estudio que el envenenamiento por ricina involucra la ingestion de
semillas de ricino e investigaciones experimentales en animales. La liberacion de ricina
en aerosol en el medio ambiente o la adulteracion de alimentos y bebidas son vias de
exposicion que probablemente sean explotadas. Los sintomas después de la ingestién
(inicio dentro de las 12 horas) son inespecificos y pueden incluir nauseas, vomitos,

diarrea y dolor abdominal, y pueden progresar a hipotensidn, fallo hepatico, disfuncién
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renal y muerte debido a fallo multiorgénico o colapso cardiovascular. Se espera que la
inhalacion (inicio de los sintomas probablemente dentro de las 8 horas) de ricina
produzca tos, disnea, artralgias y fiebre, y puede progresar a insuficiencia respiratoria
y muerte, con pocas manifestaciones de otros sistemas de Organos. Los autores
concluyen que, los trabajadores de la salud y los funcionarios de salud publica deben
considerar la intoxicacion por ricina en pacientes con enfermedades del tracto
gastrointestinal o respiratorio en el contexto de una amenaza creible. Los centros de
control de intoxicaciones y las autoridades de salud publica deben ser notificados de
cualquier enfermedad conocida asociada con la exposicion a ricina.

Abbes et al. (2021), en su investigacion “Intoxicacioén por ricina: una revision
sobre el origen de la contaminacidn, el diagnéstico, el tratamiento, la prevencion y la
notificaciéon de la intoxicacién por ricina”. Tuvo como objetivo la recopilacion de
estudios de casos humanos de intoxicacion por ricina en todo el mundo. Se usaron las
bases de informacién Pubmed, Sciencedirect y Google Scholar para extraer articulos
desde enero de 1980 hasta junio de 2020. Tuvo como principales hallazgos de cincuenta
pacientes intoxicados por ricina en todo el mundo descritos en la literatura. La mayoria
de los casos se encontraron en Asia (19 casos), Europa (12 casos) y America (15 casos).
La 9 intoxicacion fue principalmente accidental (37 casos). La intoxicacion por semillas
de ricino se caracteriza por una enfermedad aguda tipo gastroenteritis como
manifestaciones primarias que conducen a un grave desequilibrio de liquidos y
electrolitos. EI mecanismo de la muerte fue el colapso vascular periférico y el fallo
multiple de 6rganos que ocurre de 10 a 72 horas después de la intoxicacion. El
cuestionamiento de los pacientes y la familia permitié recuperar un historial de
ingestion de semillas de ricino o aceite de ricino. Los pacientes recibieron tratamiento
sintomatico que consistié principalmente en rehidratacion con liquidos intravenosos y
descontaminacion digestiva realizada con carbon activado y/o lavado géastrico dentro
de un dia después de la ingestion, para reducir la absorcion gastrointestinal de la ricina.
Este tratamiento de descontaminacién administrado temprano ha sido muy efectivo.
Solo se observaron seis muertes. Finalmente concluye, los clinicos y los profesionales
de la salud deben tener un alto nivel de sospecha cuando se enfrenten a un brote de
enfermedades respiratorias o gastrointestinales graves.

Ohishi et al. (2014), en su investigacion “Ricinina: Un alcaloide de piridona
de Ricinus communis que activa la via de sefializacion de Wnt (sitio de integracion

relacionado con Wingless), a través de la caseina quinasa la”. Tuvo como objetivo
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evaluar la activacion de sefializacion de la via Wnt a través de la caseina quinasa 11a,
mediada por la ricinina, para lo cual realizaron experimentos mediante los tallos de R.
communis (Euphorbiaceae) fueron recolectados en Bangladesh. Evidenciaron que la
sefializacion de Wnt juega un importante rol en la proliferacion, diferenciacion,
desarrollo de células y diversas enfermedades. El fraccionamiento guiado por la
actividad del extracto de MeOH del tallo de R. communis condujo al aislamiento de
cuatro compuestos (1-4). Las actividades de transcripcion de TCF/p-cateninade 1y 3
fueron 2,2 y 2,5 veces mas altas a 20 y 30uM, respectivamente. Las células tratadas con
ricinina (1) tenian niveles mas altos de Bcatenina y menores niveles de p-p-catenina (ser
33, 37, 45, Thr 41) de proteina, mientras que los niveles de proteina quinasa 3f de
glucogeno sintasa (GSK3p) y la quinasa 1a de la caseina (CK1a) permanecieron sin
cambios. Las células tratadas con pirvinio, un activador de CKla, tenian niveles mas
bajos de B-catenina. Sin embargo, el tratamiento combinado de pirvinio y 1 condujo a
niveles mas altos de Pcatenina que los de las células tratadas solo con pirvinio, lo que
sugiere que 1 inhibid la actividad de CK1a. Ademas, 1 aumentd los niveles de proteina
[B-catenina en embriones de pez cebra. Estos resultados indicaron que 1 activo la via de
sefalizacion Wnt al inhibir CK1a.

Farooq et al. (2018), desarrollaron un estudio titulado “Actividades sedantes y
anti nociceptivas de dos nuevos sesquiterpenos aislados de Ricinus communis”. Tuvo
el objetivo de evaluar el efecto sedante y antinociceptiva a partir de sesquiterpenos de
R. communis evaluado en ratas, en base a dos nuevos sesquiterpenos, denominados
trivialmente ricinusoide A (1) y ricinusoide B (2), aislados de la fraccion de acetato de
etilo de R. communis. Las estructuras de los nuevos compuestos se elucidaron mediante
técnicas espectroscdpicas detalladas, incluyendo espectroscopia 1D- y 2D-NMR, UV,
IR y espectrometria de masas. Los compuestos (1-2) también se evaluaron para
determinar sus efectos sedantes y analgésicos in vivo en pruebas de campo abierto y
contorsiones inducidas por &cido acético, respectivamente, a dosis de 5, 10 y 20
mg-kg—1 administrados por via intraperitoneal (IP). Evidenciaron que el pretratamiento
con ambos compuestos de prueba causé una reduccion expresiva (p< 0,05) en la
actividad, como agentes sedantes, y en las constricciones abdominales, como
analgésicos. Ambos compuestos (1-2) poseen efectos sedantes y antinociceptivos
marcados en modelos animales.

Sitton & West (1975), en su investigacion “Casbeno: un diterpeno antifingico

producido en extractos libres de células de plantulas de Ricinus communis”. Tuvo como
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objetivo comparar la capacidad de extractos libres de células de plantulas de ricino de
2.5 dias para sintetizar casbeno a partir del &cido mevalonico en plantulas que habian
germinado en condiciones estériles y plantulas que fueron expuestas intencionalmente
a cultivos fangicos. Los extractos de plantulas expuestas a cultivos de Rhizopus
stolonifer, Aspergillus niger o Fusarium moniliforme produjeron niveles mucho mas
altos de casbeno que los extractos de control estériles; las tasas iniciales de sintesis de
casbeno fueron 20-40 veces més altas en los extractos de plantulas que habian sido
expuestas a hongos. Aunque se observo alguna variacion en la capacidad de sintesis de
otros hidrocarburos de diterpeno a partir del acido meval6nico en los dos tipos de
extractos, no se observé una estimulacion consistente o notable en la sintesis de ninguno
de ellos en estas condiciones de exposicidn de las plantulas a los hongos. El agar de
papa y dextrosa utilizado como medio de crecimiento fungico no provoco por si solo el
aumento en la sintesis de casbeno. Las micelias intactas y los extractos libres de células
de las micelias de Rhizopus stolonifer no dieron indicios de biosintesis de diterpenos a
partir del &cido mevalonico. El casbeno purificado a concentraciones de 10 pg/ml 0 mas
retardo el desarrollo de A. niger en medio de papa y dextrosa. El casbeno también se
encontrd que inhibia el crecimiento enddgeno y estimulado por acido giberélico de las
vainas foliares del mutante dwarf-5 de Zea mays y del crecimiento de la cepa K12 de
Escherichia coli en medio de glucosa-minerales. Se sugiere que el casbeno puede servir
como fitoalexina para la planta de ricino.

Li Fang Zheng, Fang Dai, Bo Zhou, Li Yang y Zhong-Li Liu (2008)
investigaron como objetivo el efecto prooxidante de los acidos hidroxicindmicos
(HCA) en la rotura de la cadena de ADN. El estudio se enfoco en investigar como los
acidos hidroxicindmicos (HCA) afectan la integridad del ADN, examinando la ruptura
del plasmido pBR322 en su forma superenrollada y el dafio ocasionado al ADN de timo
de ternera al interactuar con iones Cu(ll). Un aspecto central de la investigacion fue
comprender la conexion entre la estructura molecular de los HCA y su capacidad para
inducir estos efectos. Los HCA que se analizaron fueron el &cido cafeico (CaA), el
acido clorogénico (ChA), el acido sinapico (SA), el acido ferulico (FA), el acido 3-
hidroxicinamico (3-HCA) y el acido 4-hidroxicinamico (4-HCA). Mediante un enfoque
experimental, se establecié que los compuestos que poseian un grupo orto-dihidroxilo
(como el CaA y el Cha) o un grupo 4-hidroxi-3-metoxilo (como el SA y el FA)

mostraron una capacidad significativamente mayor para dafiar el ADN.



Los hallazgos indican que la transferencia de electrones entre los HCA y el
Cu(ll) es fundamental en el proceso reactivo. Ademas, se sugiere que el CaA y el Cha
tienen la capacidad de unirse al Cu(ll) mediante quelacion, lo que facilitaria la
transferencia de electrones dentro de la molécula. El estudio también demostro que las
especies reactivas de oxigeno (ROS) y los iones Cu(l) contribuyen al dafio del ADN, y
que este dafio pudo ser reducido al afiadir manitol, glutation (GSH), catalasa y &cido
batocuproinodisulfénico (BCDS).

Wachira et al. (2014) determino la Toxicidad de seis extractos de plantas y dos
alcaloides de piridona de Ricinus communis contra el vector de la malaria Anopheles
gambiae. Se llevaron a cabo pruebas de alimentacion con extractos de las plantas
Artemisia afra, Bidens pilosa, Parthenium hysterophorus, Ricinus communis, Senna
didymobotrya y Tithonia diversifolia para investigar sus posibles efectos toxicos en
hembras adultas. Adicionalmente, se evaluo la capacidad larvicida de estos extractos
contra larvas de tercer estadio de Anopheles gambiae s.s.

Los resultados mostraron que los extractos de T. diversifolia y R. communis
fueron los maés téxicos contra los mosquitos hembra adultos después de 7 dias de
alimentacion, con valores de LC50 de 1.52 y 2.56 mg/mL, respectivamente. Se observo
que la capacidad de los extractos para eliminar larvas se incrementdé a medida que
pasaba el tiempo de exposicion. El extracto de R. communis fue el mas efectivo,
causando la mayor mortalidad larval después de 72 horas, con una concentracion letal
media (LC50) de 0.18 mg/mL. Los mosquitos alimentados con soluciones de los
compuestos puros, 3-carboxi-4-metoxi-N-metil-2-piridona y ricinina, sobrevivieron
casi tanto como los alimentados con el extracto de R. communis. Para concluir, los
extractos de las seis especies de plantas demostraron diferentes niveles de actividad
biologica contra las larvas y las hembras adultas de Anopheles gambiae s.s. Tithonia
diversifolia y Ricinus communis fueron los extractos con mayor bioactividad tanto
contra las hembras adultas como contra las larvas de este mosquito. Ademas, se observo
que la vida de las hembras de Anopheles gambiae s.s. se acortaba a medida que
aumentaba el tiempo de exposicion a los dos compuestos puros evaluados.

Arboleda, Guzméan y Mejia (2012) evaluaron el efecto de extractos cetdnicos
de raices, tallos, hojas y frutos de higuerilla (Ricinus communis) sobre el nematodo
barrenador [Radopholus similis] en condiciones in vitro. Se obtuvieron extractos
ceténicos utilizando el método de Soxhlet y se evaluaron sus efectos en tres

concentraciones diferentes (25, 50 y 100%). Los resultados se compararon con grupos
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de control que recibieron agua y con un tratamiento utilizando un nematicida quimico,
Carbofuran. Se aplicaron 2 mL de cada extracto a 50 hembras de Radopholus similis
colocadas en placas de Petri. Transcurridas 48 horas, se evaluaron los efectos
nematicida (mortalidad) y nemostético (inhibicién de la actividad) bajo un disefio
experimental completamente aleatorizado. Los extractos cetonicos obtenidos de
frutos, raices y hojas de higuerilla, utilizados a una concentracién del 100%,
demostraron una actividad nematicida que oscil6 entre el 73% y el 89%. Este efecto no
fue significativamente diferente del observado con el nematicida quimico (82-98%),
pero si fue considerablemente mayor en comparacion con el grupo de control tratado
con agua (0,7-12%). El anélisis de Bradford confirmé la presencia de proteinas en los
extractos cetdnicos. El extracto obtenido de los frutos contenia la mayor concentracion
de albumina, probablemente ricina, lo que se sugiere como un factor importante en la
alta mortalidad observada en Radopholus similis.

2.1.2. Antecedentes Nacionales

Lopez (2023), en su investigacion “Estudio de toxicidad in vitro del extracto
acuoso de Physalis peruviana (aguaymanto) sobre linfocitos humanos”. Tuvo el
objetivo de evaluar el efecto genotoxico y citotoxico del extracto acuoso (EA) obtenido
a partir de P. peruviana sobre cultivo de linfocitos humanos, para lo cual se utilizé un
cultivo de linfocitos obtenido de sangre periférica de donantes, se expusieron a los
linfocitos alrededor de 30 minutos a diferentes concentraciones (62,5; 100; 250 y 1000
pg/mL) del EA de hojas de P. peruviana, el peroxido de hidrogeno (300 uM) fue
empleado como control positivo y buffer fosfato alcalino empleado como el control
negativo, como resultado se obtuvo que el porcentaje de fragmentacion de ADN
sometido a diferentes concentraciones tuvieron diferencias significativas, resaltando el
EA a 1000 ug/mL evidenciando un dafio del 46 %, concluyeron que el EA de P.
peruviana presentd un efecto genotdxico y citotdxico in vitro sobre cultivos de
linfocitos.

2.1.3. Antecedentes Locales

Quispe (2017), en su investigacion “Efecto genotodxico in vitro de latex y
extracto hidroalcoholico de semilla de Carica papaya L. “papaya” frente a ADN
genomico humano”. Tuvo el objetivo de evaluar su capacidad para causar dafio en el
ADN genémico humano en un entorno de laboratorio. Se obtuvieron muestras de latex

y semillas de la planta y se sometieron a varios procedimientos. Posteriormente, se llevo



a cabo un examen exhaustivo de los compuestos quimicos incluidos en el latex y el
extracto, junto con evaluaciones de su potencial para causar dafios genéticos. Se
utilizaron diversas concentraciones del latex y del extracto para exponer el ADN
gendmico de linfocitos humanos. La evaluacion del dafio genotdxico se llevo a cabo
mediante electroforesis en gel de agarosa con una solucion de bromuro de etidio al 1%
y exposicion a la luz ultravioleta con el sistema de imagenes UV solo TS de Biometra.
El latex y el extracto hidroalcohdlico de semillas de papaya mostraron genotoxicidad
contra el ADN gendmico humano en un entorno in vitro.

Montes (2017), en su investigacion “Efecto genotoxico in vitro del latex de
plantas medicinales de uso dérmico Argemone mexicana L. “cardo santo” y Taraxacum
officinale “diente de le6n”. Ayacucho, 2017”. Tuvo el objetivo de evaluar su capacidad
para causar dafio en el ADN gendmico humano, especialmente en el contexto de
tratamientos dérmicos. Los resultados del estudio revelaron que el latex de estas plantas
posee propiedades genotoxicas, lo que significa que puede dafiar el ADN gendmico
humano. Ademas, se descubrio que los metabolitos secundarios del latex contenian una
cantidad notable de alcaloides, compuestos fendlicos y taninos. Especificamente, se
observé que el latex de Argemone mexicana L., cuando estaba presente en
concentraciones que oscilaban entre 10 mg/mL y 100 mg/mL, exhibia un potente
impacto genotoxico sobre el ADN gendmico humano. Ademas, la fragmentacion del
ADN fue inducida por dosis de latex de Taraxacum officinale de 100 mg/mL y 50
mg/mL. El estudio concluye que el latex de estas plantas medicinales utilizadas en
tratamientos dérmicos presenta propiedades genotoxicas en el ADN gendmico humano,
y se observa una relacion entre la concentracion del latex y su efecto genotoxico.

Ataucusi Oré (2020) investigd el efecto genotdxico in vitro del extracto
hidroalcoholico de hojas y tallos de Clinopodium brevicalix Epl. “urqu muna” frente al
ADN gendmico humano. Se obtuvieron extractos hidroalcoholicos de hojas y tallos de
la planta "urqu mufia" mediante la técnica de maceracion. Posteriormente, se evalud su
potencial genotdxico in vitro empleando el "Método Tomasevich" y la técnica de
electroforesis en gel de agarosa. El analisis cualitativo reveld una presencia abundante
de taninos y/o fenoles en las hojas y tallos de la planta. También se identificaron
flavonoides (en cantidad regular en hojas y solo trazas en tallos), catequinas (en
concentracion regular en hojas y baja en tallos), saponinas (en cantidad regular en hojas
y ausentes en tallos), y alcaloides (solo trazas tanto en hojas como en tallos). La

cantidad de ADN gendmico humano se midid mediante espectrofotometria UV,
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obteniéndose concentraciones elevadas y niveles de pureza considerados aceptables. El
extracto hidroalcohdlico de hojas causé una ligera disminucion en la concentracion de
ADN a partir de 25 mg/mL, lo que sugiere fragmentacion. Esta fragmentacion se
confirmo al observar una reduccidn en la intensidad y la fragmentacién del ADN tratado
con proteinasa K. En cuanto a los tallos, la degradacion del ADN comenzé a ser
evidente a partir de una concentracion de 200 mg/mL. El analisis estadistico revelé que
las diferentes concentraciones de los extractos afectaron la intensidad de las bandas de
ADN, vy que el nivel de fragmentacion del ADN genémico humano variaba segun la
concentracion del extracto utilizado. En conclusion, el efecto genotdxico de los
extractos hidroalcohdlicos de Clinopodium brevicalix “urqu mufia” sobre el ADN
gendmico humano estd directamente relacionado con la concentracion, siendo
significativo en las hojas a partir de 25 mg/mL y en los tallos a partir de 200 mg/mL.

Ayala Pérez (2014) investigd el efecto genotoxico in vitro de extractos
hidroalcoholicos de Spartium junceum L. "retama”, Caesalpinia spinosa (Molina)
Kuntze "tara™ y Eucaliptus globulus Labill "eucalipto” sobre el ADN genomico de
Staphylococcus aureus. La metodologia empleada fue de tipo experimental y disefio in
vitro. Los extractos se obtuvieron mediante maceracion y su potencial genotoxico se
analizé utilizando electroforesis en gel. El estudio también identificé la presencia de
metabolitos secundarios en estos extractos y evaluo el dafio que causaban al ADN de
Staphylococcus aureus tras la exposicion.

Marca Yupanqui (2018) realizd una investigacion en Ayacucho, Per, con el
objetivo de determinar la genotoxicidad in vitro del extracto etanolico y zumo de Allium
sativum L. “ajo” frente a ADN de Staphylococcus sp. La metodologia empleada fue de
tipo experimental y disefio in vitro. En este estudio, se utilizaron Allium sativum L.
“ajo” y Staphylococcus sp. como organismo modelo y poblacion de estudio,
respectivamente. Las muestras analizadas fueron el extracto etandlico y el zumo del
bulbo de Allium sativum L. “ajo”, asi como el ADN de Staphylococcus sp. El analisis
estadistico se fundamenté en la observacion y categorizacion del patron de
fragmentacion del ADN visualizado mediante electroforesis. Los hallazgos revelaron
que el extracto etanolico de Allium sativum L. “ajo” no indujo dafio genético en el ADN
de Staphylococcus sp. Sin embargo, el zumo obtenido del bulbo de ajo demostro tener

un efecto genotdxico potente sobre el material genético bacteriano.
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2.2. Marco Tedrico
2.2.1.Ricinus Communis

Clasificacion Taxon6mica

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA
CLASE : MAGNOLIOPSIDA
SUB CLASE : ROSIDAE

ORDEN : MALPIGHIALES
FAMILIA : EUPHORBIACEAE
GENERO ; Ricinus

ESPECIE : Ricinus communis
NOMBRE VULGAR : “higuerilla”

Descripcion Botanica

Planta anual perenne, puede medir hasta 6 m de altura. Su color varia de verde
claro a azul-grisaceo, y a veces puede mostrar tonalidades rojizas en ciertas estaciones.
El tallo es denso y ramificado. Sus hojas son alternas, tienen peciolos y son palmeadas,
con 5 a 11 lébulos dentados y una nervadura similar a la de una mano abierta (nervacion
palmatinervia). Las flores femeninas tienen periantos de 4-8 mm, mientras que las
masculinas tienen de 6-12 mm. Raiz profunda y enraizada. El fruto son capsulas
subglobosas con espinas gruesas y cortas. Una cubierta sedosa cubre las semillas
elipticas, brillantes, de color gris y marron(Anadon et al., 2018).
Distribucion Geografica

Posiblemente Africa, ampliamente distribuido en los tropicos de ambos
hemisferios(Anaddn et al., 2018).
Propiedades y Usos Medicinales

Las semillas tienen funcion como laxante, vermifugo, el aceite como purgante
y por via oral(Liévano, 2008).
Composicién Quimica

Estudios previos han identificado algunos compuestos presentes en la hoja de

R. communis. Ver tabla 1.
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Tabla 1
Metabolitos secundarios presentes en la hoja de R. communis.

Familia Metabolito secundario
Compuestos  glicosilados  derivados del kaempferol y

Flavonoides S A . . .
quercetina; glucopiranosidos, epicatequina, rutina,

Alcaloides Ricinina y la N_dimetilricinina

Monoterpenos 1,8 cineol, a pineno y alcanfor

Acido oleico, linoleico, ricinoleico, hexadecanoeico, estearico;
B cariofileno, o y Bamirina.

Acidos fendlicos Acido galico, elagico, gentisico,

Fitatos Acido palmitico y lupeol.
Nota. Obtenido de (Abomughaid et al., 2024)

2.2.2. Acidos Nucleicos
Hay dos tipos: el acido desoxirribonucleico (ADN) y el ribonucleico (ARN),

Sesquiterpenos

diferenciados por el &cido fosforico que presentan, son considerados polinucleétidos,
osea, moléculas dispuestas poliméricamente conformadas por la secuencia de unidades
monoméricas sencillas (mononucle6tidos), quienes se mantienen enlazados por un tipo
de enlace fosfodiéster o diéster fosforico (Lozano et al., 2005).
Bases Nitrogenadas, Nucledsidos y Nucleotidos

Estos componentes estructurales son derivados de bases nitrogenadas de
caracter basico: pirimidina y purina. Bases pirimidinicas son timina (T), citosina (C), y
uracilo (U); purinicas son guanina (G) y adenina (A), derivando en esencia por la
sustitucion de atomos de hidrogeno, reemplazando por radicales hidroxilo o aminas en
posiciones diferentes del anillo purinico o pirimidinico, respectivamente (Lozano et al.,
2005).

Figura 1
Estructura quimica de las bases nitrogenadas.
NH, |
\N \E\ [\
\
NH o
Citosina Timina Uracilo
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I
N
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Acido Desoxirribonucleico (ADN o DNA) Genémico Humano

El ADN, que tiene forma de doble hélice y esta formado por dos hebras de
nucledtidos unidas entre si, es el principal depésito de toda la informacion genética del
cuerpo humano. Un grupo fosfato, una base nitrogenada y una desoxirribosa
constituyen los componentes de los nucle6tidos, que son los ladrillos fundamentales del
ADN. Existen cuatro bases diferentes, que se denotan con las letras C, T, Ay G
respectivamente: citosina, timina, adenina y guanina. Debido a la naturaleza
complementaria de estos pares de bases (guanina con citosina y adenina con timina), la
alineacion de una cadena dicta automaticamente el orden de toxicidad y genotoxicidad
de la otra (Ayala, 2014).
2.2.3. Toxicidad y Genotoxicidad
Toxicidad

La toxicidad se refiere a la capacidad de una sustancia quimica de tener
consecuencias perjudiciales o adversas en un organismo Vvivo tras una exposicion
directa. Estos efectos pueden variar en gravedad y pueden afectar la salud de un
individuo de diferentes maneras, desde irritaciones leves hasta dafio organico grave o
incluso la muerte, dependiendo de la sustancia y la dosis de exposicion. La toxicidad
es un concepto importante en la toxicologia, la ciencia que estudia los efectos nocivos
de las sustancias quimicas en los organismos vivos y su evaluacion. Un compuesto es
considerado toxico si tiene la capacidad de producir efectos perjudiciales, ya sea de
forma natural o artificial (Armstrong, 2022).
Genotoxicidad

Las pruebas de genotoxicidad se utilizan para evaluar la capacidad de
sustancias quimicas o agentes fisicos para causar dafio en el material genético de un
organismo, ya sea de manera directa o indirecta, a través de varios mecanismos. Estas
pruebas pueden llevarse a cabo tanto in vitro (en un entorno de laboratorio, fuera del
organismo) como in vivo (en organismos Vvivos). Las pruebas de genotoxicidad es
identificar y evaluar los compuestos que tienen el potencial de causar dafio genético
antes de que se produzca la exposicion en seres humanos. Estas pruebas son
fundamentales en la evaluacion de la seguridad de productos quimicos, alimentos,
medicamentos, y en la identificacion de carcindgenos potenciales. Detectar el potencial
genotoxico de una sustancia antes de su uso o exposicidn es esencial para proteger la

salud humana y prevenir riesgos para la poblacion (Caceres et al., 1987).
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Evaluacion de Genotoxicidad

La genética toxicologica explora los efectos de las sustancias quimicas y las
radiaciones sobre la salud, centrandose especificamente en sus propiedades
mutagénicas. Estos mutagenos pueden provocar mutaciones genéticas, aberraciones
cromosomicas estructurales y aberraciones cromosdmicas numéricas. Ademas de los
mecanismos de reparacion del ADN, la genética toxicoldgica estudia los cambios en el
ADN, como la formacion de aductos, la alquilacion de bases y la intercalacién de bases,
que pueden aumentar la susceptibilidad a numerosos mutagenos. La genotoxicidad de
las sustancias quimicas y las radiaciones incluye la recombinacion mitética y meidtica.
En resumen, la genética toxicologica busca comprender como ciertas sustancias y
radiaciones pueden dafiar el material genético y como esto puede afectar la salud
humana (Hoffman, 1996).

Las plantas medicinales deben seguir los mismos estandares y regulaciones
que se aplican a los farmacos en general cuando se trata de evaluar su genotoxicidad.
Esto implica que, al evaluar los posibles efectos genotoxicos de extractos de plantas
medicinales, se deben seguir protocolos y ensayos in vitro que estén validados a nivel
internacional y que sean capaces de medir dafios en los niveles de mutaciones
cromosomicas y genéticas. La genotoxicidad de las plantas medicinales es una
preocupacion importante, ya que su uso terapéutico puede tener implicaciones directas
en la salud de las personas. Por lo tanto, es esencial realizar evaluaciones rigurosas para
determinar si estos extractos pueden causar dafio genético en el ADN humano. Al
utilizar ensayos in vitro validados, se busca obtener resultados precisos y confiables
que ayuden a evaluar la seguridad de las plantas medicinales y a tomar decisiones
informadas sobre su uso terapéutico (Sanchez et al., 2000).

La importancia de las guias y rutas criticas utilizadas en todo el mundo para
llevar a cabo estudios genotdxicos. El objetivo principal de estas investigaciones es
determinar el nivel especifico de organizacion del ADN en el que se produce el dafio
inducido por la sustancia probada. Para ello, se reconocen cuatro etapas principales:

Mutacion génica: Este primer nivel se refiere a cambios o mutaciones en los
genes individuales, que implican alteraciones en uno o pocos pares de bases del ADN.
Las pruebas y ensayos en este nivel se centran en evaluar si el compuesto evaluado
puede causar mutaciones especificas en genes.

Mutacion cromosomica: En este segundo nivel, se investigan las alteraciones

en la estructura de los cromosomas, como cambios en la organizacion y la forma de los
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cromosomas. Estas pruebas se centran en evaluar si el compuesto puede inducir
aberraciones cromosomicas.

Dario primario del ADN: Este tercer nivel se enfoca en evaluar si el compuesto
puede causar dafio directo al ADN, como la formacidn de aductos, alquilacion de bases
o intercalacion de bases. Estas alteraciones afectan la estructura del ADN mismo.

Transformaciones celulares: Este cuarto nivel implica estudiar si el compuesto
evaluado puede provocar transformaciones en las células, como la iniciacién de
procesos cancerigenos. Se busca entender como el dafio genético puede llevar a
cambios en la funcion celular y a la transformacion celular maligna.

Las pruebas de mutaciones genéticas y cromosdmicas se utilizan con
frecuencia, en particular las pruebas in vitro debido a su gran sensibilidad y precision.
Recientemente, las evaluaciones de genotoxicidad se han ampliado para incluir pruebas
principales de dafios en el ADN.

En resumen, las rutas y guias crucial para la investigacion genotoxicos buscan
comprender a qué nivel se produce el dafio genético causado por una sustancia y utilizan
una variedad de pruebas para evaluar estos efectos. Esto es esencial para determinar la
seguridad de las sustancias y proteger la salud humana (Pefia et al., 1990).

El proceso de evaluacion de genotoxicidad es un enfoque escalonado y
riguroso que incluye tanto pruebas in vitro como pruebas in vivo para determinar la
seguridad de una sustancia en relacion con su capacidad para causar dafio genético.
Aqui se resumen los pasos clave en este proceso:

Pruebas in vitro: Se realizan inicialmente pruebas in vitro para evaluar la
genotoxicidad de la sustancia. Esto puede incluir ensayos que miden mutaciones
genéticas y aberraciones cromosomicas. Si los resultados de estas pruebas in vitro son
negativos y no muestran evidencia de genotoxicidad, se procede al siguiente paso.

Pruebas in vivo: Durante el segundo paso, se realizan pruebas in vivo para
evaluar los niveles de dafio genético que se evaluaron previamente en las pruebas in
vitro.

Esto implica la exposicién de organismos vivos, como animales de laboratorio,
a la sustancia en cuestion. Estos estudios en animales permiten evaluar la genotoxicidad
en un contexto mas cercano a las condiciones del cuerpo humano.

Evaluacion de dafio primario al ADN: Si tanto las pruebas in vitro como las
pruebas in vivo no muestran evidencia de genotoxicidad, se pueden realizar ensayos

adicionales para evaluar el dafio primario al ADN. Estos ensayos buscan determinar si
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la sustancia causa dafio directo al ADN, como la formacion de aductos o alquilacion de
bases.

Otras alteraciones y carcinogenicidad: Dependiendo de los hallazgos
conseguidos en las pruebas anteriores, se pueden llevar a cabo ensayos adicionales para
evaluar otras alteraciones celulares y la carcinogenicidad potencial de la sustancia. Esto
implica estudiar si la sustancia tiene el potencial de inducir cancer en los organismos
expuestos.

Cumplimiento de protocolos normalizados: Es de suma importancia seguir
protocolos validados internacionalmente a la hora de realizar pruebas y evaluar los
niveles de dafios. Estos protocolos garantizan que las pruebas se realicen de forma
coherente y fiable. Se tienen en cuenta diversos factores, como la dosis, el tipo de
exposicion y la via de administracion propuesta del farmaco.

En resumen, el proceso de evaluacion de genotoxicidad es un enfoque riguroso
que involucra multiples etapas, desde pruebas in vitro hasta pruebas in vivo y ensayos
especificos para evaluar el dafio al ADN. El uso de protocolos estandarizados es
esencial para garantizar la validez y la comparabilidad de los resultados en todo el
proceso de evaluacion (Sanchez et al., 2000).

Los hallazgos in vitro mencionados son instrumentos cruciales en el ambito de
la investigacion cientifica para detectar la genotoxicidad primaria. Cada una de ellas se
utiliza para evaluar diferentes aspectos del dafio genético y son ampliamente utilizadas
en estudios de genotoxicidad. Aqui se explica brevemente cada una de ellas:

Aberraciones cromosomicas: Este ensayo se utiliza para identificar cambios
en la estructura de los cromosomas, como roturas cromosomicas, fragmentacion y
fusion de cromatides. Estas alteraciones pueden ser indicativas de genotoxicidad y dafio
en el ADN.

Intercambio de cromatides hermanas: Este ensayo evalla la capacidad de las
cromatides hermanas (las dos copias de un cromosoma) para intercambiar material
genético. Si se observan intercambios anormales, puede ser un indicio de
genotoxicidad.

Micronucleos: Los micronicleos son pequefias estructuras nucleares que se
pueden encontrar fuera del ndcleo principal de una célula. Su presencia puede ser un
indicador de dafio cromosdmico y genotoxicidad. Se pueden contar y evaluar como

parte de los estudios de genotoxicidad. (Miranda et al,.2015)
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Sintesis de ADN no programada: Este ensayo se centra en la capacidad de las
células para sintetizar ADN de manera no programada en respuesta al dafio genético.
La deteccion de sintesis de ADN no programada puede indicar que se ha producido
dafio en el ADN. (Miranda et al,.2015)

Electroforesis de una célula: El ensayo del cometa permite evaluar el dafio al
ADN en una célula individual. Las células se someten a un campo eléctrico y el ADN
dafiado se mueve hacia la direccion del anodo, creando una “cola" de cometa visible.
La longitud y la intensidad de la cola del cometa son indicativos del grado de dafio
genético. (Miranda et al,.2015)

Estas determinaciones in vitro son valiosas para identificar genotoxicidad en
las etapas iniciales de la evaluacion de una sustancia. Proporcionan informacion
importante sobre el dafio genético potencial causado por una sustancia y son parte
integral de la evaluacion de la seguridad de productos quimicos, farmacos y otros
compuestos en relacion con su impacto en el material genético (Pefia et al., 1990).

El "método Tomasevich™ es una variante del "ensayo cometa™ utilizado para
evaluar la genotoxicidad. Ide0 esta técnica para establecer el impacto genotoxico de las
plantas de uso médico y/o los compuestos fitoterapéuticos sobre el ADN genomico en
un entorno de laboratorio. Segun él, es importante identificar qué parte de la planta,
como frutos o semillas, hojas, flores, tallos, se utiliza en la elaboracion de remedios
caseros. A continuacién, se puede obtener el extracto de la parte elegida, ya sea en
forma de extracto a base de agua, alcohol u otro disolvente organico. (Miranda et al.,
2015)

A continuacidn, se detallan los pasos para llevar a cabo estas preparaciones:
Preparacion de Soluciones del Extracto:

Se deberéa pesar la muestra de la planta sobre un contenedor adecuado (dmbar),
diluir con el solvente adecuado hasta obtener la concentracion inicial requerida,
posteriormente se debera diluir con el mismo solvente para conseguir concentracion
variadas para utilizarse en el ensayo. (Miranda et al,.2015)

Preparacion del ADN Genomico:
Se debera obtener muestras de ADN proveniente de origen microbiano o

animal, sera extraido seguido de procesos detallados en el kit comercial de extraccion

de ADN, se realizara una medicibn de la concentracion del ADN

espectrofotométricamente, se utilizard una concentracion stock para posteriormente

exponerla a las diferentes concentraciones del extracto de la planta en estudio para
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evaluar dafo en el ADN gendmico, evaluado espectrofotométricamente. (Miranda et
al,.2015)
Preparacion de los Tubos de Ensayo:

Se emplearan 10 tubos de ensayo debidamente enumeradas, del 1-7 (ADN
expuestos al extracto), tubo 8 (blanco); tubo 9 (control) y el tubo 10 (proteinasa K).
Incubacion

La incubacion sera necesaria y se realizara al menos 1 a 4 horas, este proceso
es necesario para que los compuestos presentes en los tubos de ensayo interacciones y
se generé algun efecto sobre el ADN.

Electroforesis:

Posterior a la incubacion, se llevaran las muestras sobre un gel de agarosa al
1% con bromuro de etidio agregado, se sometera a electroforesis a 40 V alrededor de 3
horas, este proceso permite la division de los fragmentos de ADN conforme a sus
respectivos tamafios.

Visualizacion y Registro:

Posterior a la electroforesis, se utilizard un transiluminador con radiacion de
luz UV, con lo cual veremos el ADN como mancha fluorescente iluminado bajo esta
luz, se haran tomas para realizar comparacion entre las corridas de las muestras de los
7 tubos con las corridas realizadas por el control y blanco, con el fin de evaluar si hubo
0 no fragmentacion, este proceso es analitico y nos permitira la determinacion del efecto
genotoxico del extracto en estudio. (Miranda et al,.2015)
2.2.4.Electroforesis en Gel de Agarosa
Uso: Se usa principalmente para dividir fragmentos de ADN y ARN de tamafio
moderado a grande, generalmente en el rango de 50 pares de bases (pb) a 40.000 pb. Es
ideal para examinar el producto de digestiones con enzimas de restriccion, realizar
andlisis de PCR y verificar la integridad de fragmentos genéticos mas grandes.
Caracteristicas: Los geles de agarosa se preparan mediante la disolucidon de agarosa
en un tampon adecuado Y se vierten en una bandeja de gel horizontal. Cuando la agarosa
se solidifica, se forma una matriz de gel tridimensional con poros de tamafio variable.
El ADN o ARN se carga en pocillos en la parte superior del gel y se somete a un campo
eléctrico horizontal. Las moléculas migran a través del gel y se separan segin su

tamafo. La agarosa es mas facil de manipular y menos téxica que la poliacrilamida.
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Resolucion: Tiene una resolucion moderada y no puede separar moléculas que difieran
en tamafio en menos de aproximadamente 50 pb. El tamafio de los poros de la agarosa
determina esta limitacion.
Electroforesis en Gel de Poliacrilamida:
Uso: Se usa cuando se requiere una alta resolucién y separacion de fragmentos de ADN
0 ARN de tamafio pequefio a mediano, generalmente en el rango de 5 pb a 600 pb. Es
esencial para analizar fragmentos que difieren en una o unas pocas bases y para
aplicaciones de secuenciacion de ADN de Sanger.
Caracteristicas: Poliacrilamida en geles se preparan mediante la polimerizacion de
mondmeros de acrilamida en presencia de un agente de reticulacién. Esto forma una
matriz de gel muy fina y uniforme. Los geles de poliacrilamida se corren de forma
vertical en una caja de electroforesis especializada. Esta técnica es mas compleja que
la electroforesis en gel de agarosa y requiere una mayor atencion a la seguridad debido
a la toxicidad de los monomeros de acrilamida. Miranda et al,.2015)
Resolucidn: Tiene una alta resolucion y puede separar fragmentos de ADN que difieren
en una 0 unas pocas bases. La resolucion se debe a la fina matriz de gel de
poliacrilamida, que permite una separacion mas precisa.
En resumen, la eleccidn entre electroforesis en gel de agarosa y poliacrilamida depende
de la aplicacion especifica y el tamafio de los fragmentos que se desean separar y
analizar. Los geles de agarosa son ideales para tamafios mas grandes y aplicaciones
generales, mientras que los geles de poliacrilamida son esenciales cuando se requiere
alta resolucion y precision en la separacion de fragmentos de ADN o ARN mas
pequefios (Khan Academy, 2024).
2.2.5. Espectrofotometria

La espectrofotometria UV-visible es una técnica analitica que se basa en la
absorcion de radiacion electromagnética por las moléculas. Esta técnica permite evaluar
la concentracion en solucién de un compuesto. Para medir la cantidad de luz absorbida
por una solucién y determinar la longitud de onda de la luz que puede atravesarlo se
utiliza un espectrofotémetro (Diaz et al., 2010).

La capacidad de captar la luz de una determinada longitud de onda tiene el
ADN, que es de 260 nandmetros. Como resultado, la cantidad de acidos nucleicos
presentes en una muestra puede determinarse utilizando este método. Si la densidad
Optica (DO) es 1, esto equivale a una cantidad de ADN en la hebra de aproximadamente

50 g/ml. Por lo tanto, no hay necesidad de una curva estandar para determinar la
19



concentracion de ADN en una muestra, ya que es posible calcular la concentracion de
ADN en una muestra simplemente midiendo su absorbancia 12). Ademas, se puede
utilizar la relacion entre las lecturas a 280 nm y 260 nm para estimar la pureza del ADN
0 evaluar la contaminacion en la preparacién del mismo. Un intervalo ideal para la
relacion es entre 1,8 y 2,0. La espectrofotometria es la técnica preferida para la
cuantificacion cuando el material es puro. Las proteinas tienen un pico de absorcion a
280 nm, debido sobre todo a la presencia de residuos de triptéfano. Por lo tanto, una
medicion realizada a esta longitud de onda especifica podria sugerir la existencia de
impurezas proteicas en la muestra (Lock, 1994; Quispe, 2017).
2.3. Marco Conceptual
2.3.1. ADN

Es la molécula fundamental que guarda la informacion genética de los seres
vivos. Esta compuesto por una doble helice de nucledtidos (base nitrogenada,
desoxirribosa, fosfato) y es esencial para la replicacion, transcripcion y herencia. Su
dafio puede generar disfunciones, mutaciones o muerte celular, destacando la
importancia de evaluar su posible afectacion por compuestos. (Real Academia Nacional
de Medicina, s. f.). (Ayala, 2014).
2.3.2. Extracto Hidroalcohdlico

Es una preparacion que resulta de macerar o percolar material vegetal en una
solucion de agua y etanol. Esta mezcla de solventes permite extraer diversos
compuestos de la planta, tanto hidrosolubles como liposolubles (ej., flavonoides,
alcaloides, etc), cuya presencia y concentracion final dependen de la polaridad de
dichos compuestos y de la proporcion agua-alcohol en la mezcla. (Tituafia Pulluquitin
et al., 2018).
2.3.3. InVitro

Se refiere a experimentos realizados fuera de un organismo vivo, en
condiciones controladas de laboratorio (ej., tubos de ensayo, placas de Petri). Permite
estudiar efectos genotoxicos directamente sobre el ADN o células bacterianas,
facilitando el aislamiento y evaluacién de una sustancia sin la complejidad de un
sistema biolégico completo, a diferencia de los estudios in vivo. (Real Academia
Nacional de Medicina, s. f.).
2.4. Marco Etico y Legal

No aplica

20



CAPITULO IIl. MATERIALES Y METODOS
3.1. Alcance de la Investigacion
Investigacion bésica, explicativo
3.2. Disefio de la Investigacion
Experimental
3.3. Unidad de Analisis

ADN genémico de Escherichia coli. a concentracion de 1500 ng/uL por cada
ensayo

3.4. Poblacion de Estudio

Estuvo conformada por las plantas aparentemente sanas de Ricinus communis
“higuerilla”, que crecen en zonas aledafias de la ciudad universitaria UNSCH.
3.5. Muestra

Un kilo de hojas y un kilo de semillas de Ricinus communis “higuerilla”, que
crecen en zonas aledarias de la ciudad universitaria UNSCH.
3.6. Criterios de Seleccion
3.6.1. Criterios de Inclusion

Recoleccion de plantas sanas de Ricinus communis “higuerilla” que crecen en
zonas de la ciudad universitaria UNSCH.
3.6.2. Criterios de Exclusion

Se excluyen las hojas y semillas de Ricinus communis “higuerilla” que
muestren signos de enfermedad, dafios 0 que hayan sido tratadas con algun tipo de
sustancia quimica.
3.7. Instrumentos de Recoleccion de Datos

3.7.1. Recoleccion y Secado de la Muestra Vegetal
Las muestras fueron recopiladas en la Ciudad Universitaria de la UNSCH. Las

muestras fueron reunidas en la madrugada y transportadas rapidamente al Laboratorio
de Farmacognosia y Biologia Molecular. Alli, se secaron a temperatura ambiente en un
area sombreada, utilizando papel Kraft como sustrato. El papel fue reemplazado varias
veces para asegurar un secado adecuado y evitar cualquier degradacion causada por la
humedad. (Anexo 2).
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Después de dejar secar la muestra, se redujo a la consistencia de un polvo fino
machacandola en un mortero. A continuacion, se obtuvieron los extractos
hidroalcoholicos. Para la clasificacion taxondmica se usaron las plantas que tenian
flores, semillas y hojas que correspondian a la planta. Esta determinacion se realiz6 en
el Laboratorio de Boténica de la FCB y fue validada por la Blga. Laura Aucasime
Medina. (Anexo 3)
3.7.2.Elaboracion del Extracto Hidroalcohdlico de Hojas y Semillas Inicial

Los 100 g de hojas y semillas secas fueron pulverizados por separados,
después se macero por separado en un frasco &mbar alrededor de 7 dias, el solvente se
compuso de agua y etanol en una proporcion de (1:3), se agité durantel5 minutos, 2
veces por dia, con el fin de conseguir la homogenizacion.

Luego, la muestra se filtrd, se colocd en un vaso precipitado en una estufa
Memmert a 37 °C para la evaporizacion del solvente y conseguir el extracto seco el
cual sera utilizado como muestra para los ensayos de tamizaje fitoquimico y
genotoxicidad.

De igual forma se procedi6 con la muestra seca y pulverizada de la semilla
de la higuerilla (Anexo 2).

3.7.3. Identificacion Fitoquimica

Explicar los procedimientos para ejecutar el tamizaje fitoquimico con la
finalidad de determinar a cada metabolito secundario presentes en la muestra del
extracto (Anexo 3,4,5).
3.7.4.Extraccién de ADN Gendmico a partir de Escherichia coli

Inicialmente se reactivdé la cepa de Escherichia coli en cado nutritivo,
seguidamente se sembrd en agar nutritivo con la finalidad de obtener biomasa
microbiana y proceder a la obtencion del ADN gendmico. El protocolo se describe a
continuacion:

e Se vertieron 400 pL de buffer TE 1X a un tubo transferiendo100 mg de E. coli,
incubacion a 85° C (25 min.), en bafio maria.

e Se afiadio lisozima (10 mg/mL) en 60 pL, incubado a 37° C (2 horas) en bafio
maria.

e La mezcla de SDS/proteinasa K (75 puL SDS 10% + 5 pL PK 10 mg/mL) fue
vertida en el tubo e incubd por 15 minutos a 65° C.
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Se agregal00 pL NaCl (5M) y 5 uL de CTAB (N-cetil-N, N, N-Trimetil bromuro
de amonio), incubado a 65° C (15 min).

Se prepard una mezcla de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1), homogenizado
y centrifugado (15 min/ 14 000 rpm), trasvasar el sobrenadante a otro tubo.

Se agregd 600 pL isopropanol frio (100%), incubacion a -20° C (12 horas —
noche), luego se centrifuga (15 min/ 14 000 rpm).

Se lavo el sedimento con 1 mL de etanol (70%), centrifugado (10 min / 14 000
rpm).

Se desecho el sobrenadante y se rehidratd el sedimento con 50 pL de agua
bidestilada estéril.

Se afadio pL ARNasa (20 mg/uL), incubado a 37 °C (1 hora)

Se almacend el ADN obtenido a — 20 °C.

3.7.5. Cuantificacion de ADN Gendmico de E. coli

Por Espectrofotometria

Procedimiento:

1.

En el proceso de homogeneizacion de muestras de ADN fueron lentamente
mezcladas 10 veces con una micropipeta de 100 pL.

Se preparé el Eppendorf BioPhotometer plus, un espectrofotometro UV, para la
cuantificacion del ADN.

La superficie del adaptador se limpio utilizando 2 uL de agua bidestilada estéril,
que se retird después de un minuto utilizando papel de seda. Este procedimiento
se repitié para mejorar la limpieza.

Una vez mas, se aplicé a la superficie del adaptador una capa de agua bidestilada
estéril de 2 microlitros. Se eligio la opcion "BLANK" para calibrar un valor de
0,000 A (amperio), que corresponde a una absorbancia nula. Se utilizé un papel
tisl secante para eliminar cualquier resto de agua y, a continuacion, se depositd
una muestra de ADN de 5 L. A continuacion, se introdujo el tapon factor 50 —
Longitud de particulas (Lp) ,2 mmy se eligié la opcibn MUESTRA para poder
mostrar en la pantalla del instrumento los resultados del andlisis de pureza y
cuantificacion del ADN. A continuacidn, se retiré la muestra utilizando papel de
seda.

El procedimiento de cuantificacion de cada muestra de ADN se realiz6 una vez

mas durante las etapas 4 y 5.
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6. “Tras completar la cuantificacion del ADN, se aplicaron 10 pl. de agua
bidestilada estéril sobre la superficie del adaptador. Después de un minuto, se
seco el agua con papel de seda y se apag6 el equipo”.

Por Electroforesis

Procedimiento:

1. Cada muestra de ADN se cargd con un gel de agarosa al 1,0% para el
procedimiento de creacion de cantidades de carga para electroforesis (ver Tabla
1).

2. Severtid todo el contenido de cada combinacion en los pocillos del gel de agarosa
con una concentracién del 1,0%, y se colocaron los pocillos en los carriles que
correspondian a esas combinaciones.

3. Eneste punto, se conecto la camara de electroforesis a la fuente de alimentacion
y se ajustd para que funcionara a una tension de 40 voltios durante un periodo de
40 min.

4.  Paraver las bandas de ADN, el gel de agarosa. El gel de agarosa se lavo con agua
después de 20 min en bromuro de etidio al 1%. Se tomaron fotografias con
camaras digitales Canon 20x de 12,1 megapixeles Full HD. Las bandas de ADN

gendmico se observaron utilizando un transiluminador Ultra Lum UV.

Tabla 2
Preparacion de concentraciones de ADN a diferentes concentraciones para patrones

de banda en electroforesis.

N° de carril

en gel de ADN stock Buffer loading Volumen de Volumen final
agua PCR
agarosa (uL) 6x (ML) (uL) de carga (uL)
1 4 1 7 12

3.7.6. Ensayos de Genotoxicidad in vitro, “Método Tomasevich”
Se desarroll6 siguiendo el “Método Tomasevich” (ensayo cometa modificado)

propuesto por Miranda (2015), el cual consta de las siguientes fases.
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Fase I: Cuantificacion y Preparacion de Stock de ADN Gendmico de Escherichia
coli
Se utilizd un espectrofotometro UV de la marca Eppendorf BioPhotometer
plus a fin de determinar la cantidad de ADN gendmico extraido. A continuacion, se
cred un caldo con una concentracion de 1500 mg/L y un volumen final de 150 L a cada
ensayo.
Fase 11: Prueba de Genotoxicidad “in vitro” de ADN Gendmico Escherichia coli
Se prepararon soluciones de extracto hidroalcohélico de 100, 50, 25, 10y 5
mg/mL de concentracion usando agua bidestilada. Las soluciones se desarrollaron
especificamente para la evaluacion de la genotoxicidad in vitro del ADN gendémico,
teniendo en cuenta los siguientes factores:
Tabla 3
Preparacion de las soluciones para el ensayo de genotoxicidad in vitro del extracto de

Ricinus communis “higuerilla” sobre ADN gendomico Escherichia coli.

Mezclas con Extracto para Ensayo de Genotoxicidad in vitro

N° de tubo 6 7 8
1 2 3 4 5 B C «c/PK

Stock de ADN (1 500ng/uL) 14 14 14 14 14 - 20 14

Volumen en pL

Concentracion (%) 5 10 25 50 100 100 - 100

Extracto

Volumen (uL) 6 6 6 6 6 20 - 6

Proteinasa K - - - - - - - 3

Volumen total (uL) 20 20 20 20 20 20 20 23

Incubacién en bafio Maria a 37 1 hora

°C

Fase I11. Electroforesis para la Deteccién de Genotoxicidad
Se utiliz6 la cdmara de electroforesis Biometra para fabricar y acondicionar un
gel de agarosa a una concentracion del 1%. Se utilizaron las siguientes cantidades para

el volumen de carga en los pocillos del gel de agarosa:
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Tabla 4
Preparacion de soluciones de ADN gendmico con hojas y semillas de Ricinus

communis “higuerilla” para el en ensayo de genotoxicidad in vitro.

Condiciones Volumenes de cargar para ensayo de genotoxicidad
N° de carril de gel 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Muestra Concentraci6  Marcador 5 10 25 50 100 B C ¢
de ADN n (%) molecula K
- r
Extract Volumen 5 8 8 8 8 8 8 8 8
0 (ML)
Loading (uL) 2 2 2 2 2 2 2 2
Volumen total 7 10 10 10 10 10 10 10 10

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

Luego, se prepar0 la cAmara de electroforesis a la fuente de poder y se realiz
la corrida a 40 voltios (V) por 3 horas.
Fase I11. Electroforesis para la Deteccion de Genotoxicidad

Tras la electroforesis, el gel de agarosa se tifie al sumergirlo en una solucion
de bromuro de etidio al 1%, con lo que el ADN del gel se tifie. Luego, se enjuaga el gel
para eliminar el exceso de tinte y se coloca en un sistema de registro de imagenes, en
este caso, el sistema Biometra UVsoloTS. Bajo radiacion UV, el ADN tefiido con
bromuro de etidio emite fluorescencia y se pueden observar las bandas de ADN en el
gel. Esto permite analizar y documentar los fragmentos de ADN producidos como
resultado de la genotoxicidad.
Fase V: Interpretacion y Clasificacion del Registro Visual de Genotoxicidad

Los valores numéricos que representan las cantidades de fragmentacion del
ADN, que son indicativos de genotoxicidad y pueden observarse en el registro
fotografico, se calibraron basandose en el sistema de categorizacion establecido por
Collins (2004) y Speit (1995) en la tesis de Larrea Poma.
Tabla 5

Clasificacion de los niveles de fragmentacién del ADN, clasificados por registro visual.

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

Nota. Obtenido de (Larrea, 2013)
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Todo este procedimiento se realizO con cuatro repeticiones, para la
verificacion de los resultados y la reproducibilidad del método de la evaluacion de la
genotoxicidad. Siendo factible la representacion visual del tamafio de banda de los
tratamientos comparados con la banda del control.

3.8. Andlisis de Datos

Todos los datos obtenidos se agruparon para presentar en tablas, evidenciados
en las fotografias de los geles de agarosa que contenia los productos. La genotoxicidad
se proceso mediante el paquete estadistico SPSS mediante la prueba de Kruskal- Wallis
para realizar la medicién del porcentaje de fragmentacion de mas de dos muestras
independientes. Se consider6 el valor de p<0,05, como el nivel estadisticamente

significativo.
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CAPITULO IV.RESULTADOS
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Tabla 6

Tamizaje fitoquimico del extracto hidroalcohdlico de las hojas y semillas de Ricinus

communis “higuerilla”. Ayacucho, 2023.

Metabolitos . semilas )
. Ensayos hojas Observaciones
secundarios y J
. Carbonato de Mancha verde
Catequina . +++ +++ .
q sodio carmelita
. Formacion de
Resinas Alcohol +++ +++ L.
precipitado
Az(cares . .
Fehlin +++ +++ Coloracioén roja
reductores 9 J
L n . ., )
acto 1as ylo Baljet +++ ++ Coloracion naranja
cumarinas
Triterpen . loracion ver
te penosy Licberman it r Coloracién verde
esteroides oscuro
Flavonoides Shinoda +++ ++ Coloracion roja
Fenol , . loracion ver
enoles y/o Cloruro férrico ot ot Colo acion ve de
taninos intenso
., N Coloracién azul
Aminoacidos Ninhidrina +++ +++ .
violaceo
Quinonas Borntranger +++ +++ Coloracion roja
Saponinas Espuma - - No hay cambio
Glicosidos ., .
R Kedde - - Coloracion naranja
cardioténicos
Alcaloides Dragendorff ++ ++ Turbidez

Nota. (-): ausencia; (+): leve; (++): moderado; (+++): abundante
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Figura 2
Registro fotografico de electroforesis en gel de agarosa al 1% de 7 muestras del ADN
genomico Escherichia coli y coloreado con bromuro de etidio. Ayacucho 2023

Nota. “Volumen de carga: Muestra 4 pL. + Loading 6X 1 puL + 3 puL agua PCR”.
“Condiciones de electroforesis: 30 voltios durante una hora”. “Coloracion de ADN:
Bromuro de Etidio al 1% durante quince minutos”
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Figura 3
Ensayo de genotoxicidad in vitro del extracto hidroalcoholico de semillas de Ricinus
communis “higuerilla” a diferentes concentraciones (5, 10, 25, 50 y 100 mg/mL) sobre

el ADN gendmico E. coli, a 37 °C después de una hora de incubacion. Ayacucho 2023.

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Marcador 5mg 10 ma 25 ma 50ma 100ma Blanco Control 100mg/PK

Nota.

Carril N° 1: Marcador de tamafio molecular

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: Extracto puro de semillas (blanco)

Carril N° 8: ADN puro (control)

Carril N° 9: Con 100 mg/mL + proteinasa K

Volumen de carga: Muestra (8 pL) + loading (1 pL) + agua PCR (1 pL) = 10 pL.
Condiciones de electroforesis: 40 voltios durante 3 horas.
Coloracion de ADN: Bromuro de etidio al 1% durante 15 minutos.
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Figura 4

Genotoxicidad expresada en porcentaje de fragmentacion del ADN de Escherichia coli

por efecto del extracto hidroalcohdlico de las semillas de Ricinus Communis.

Gréfica de intervalos de Genotoxicidad
95% IC para la media
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Las desviaciones estdndar individuales se utilizaron para calcular los intervalos.

Kruskal-Wallis (H=16,69, GL=4, p=0,002)
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Figura 5

Ensayo de genotoxicidad in vitro del extracto hidroalcohdlico de hojas de Ricinus
communis “higuerilla” a diferentes concentraciones (5, 10, 25, 50 y 100 mg/mL) sobre
el ADN gendmico E. coli, a 37°C después de una hora de incubacién. Ayacucho 2023.

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Marcador 5mg 10 mg 25mg 50mg 100 mg Blanco Control 100%/PK

—

Nota.

Carril N° 1: Marcador de tamafio molecular

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: Extracto puro de semillas (blanco)

Carril N° 8: ADN puro (control)

Carril N° 9: Con 100 mg/mL + proteinasa K

Volumen de carga: Muestra (8 pL) + loading (1 pL) + agua PCR (1 pL) = 10 pL.
Condiciones de electroforesis: 40 voltios durante 3 horas.
Coloracion de ADN: Bromuro de etidio al 1% durante 15 minutos.
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Figura 6

Genotoxicidad expresada en porcentaje de fragmentacion del ADN de Escherichia coli
por efecto del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Ricinus Communis.

Gréfica de intervalos de Genotoxicidad
95% IC para la media

=]
2.0 &
1.5
=
m
B
= ab ab
o 1.0 & e
2
o
=
1]
L]
0.5
b b
0.0 s 2 -
5 10 25 50 100

Concentraciéon en mg/mL

Las desviaciones estdndar individuales se utilizaron para calcular los intervalos.

“Prueba de Krus kal-Wallis (H=16,69, GL=4, P=0.002);
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CAPITULO V. DISCUSION

El empleo de las plantas medicinales se ha desarrollado a través de tiempos
inmemoriales, incluso considerandose a esto como la base del origen de la medicina
moderna, puesto que los compuestos quimicos presentes en las plantas fueron y serén
una fuente de compuestos para sintetizar farmacos. El uso tradicional de las plantas
medicinales se viene aun manifestando en los pueblos andinos y amaz6nicos como
infusiones y/o extractos para mitigar algunos problemas de salud; sin embargo, el uso
desmedido de estas plantas podria estar afectando a los que lo consumen, puesto que
todavia no se ha logrado identificar todos los compuestos presentes, en muchos casos
es posible que el compuesto terapéutico podria desarrollar también un efecto toxico.
En la tabla 5, se observa que en el extracto de las hojas de R. communis presenta en
abundancia catequinas, resinas flavonoides, fenoles, aminoacidos libres, azlcares
reductores, lactonas y/o cumarinas y alcaloides. El resultado concuerda de acuerdo a lo
que reporta (Abomughaid et al., 2024), puesto que se han logrado identificar flavonas
derivados de kaempferol y quercetina; entre los compuestos fenolicos reportan a
monoterpenos, sesquiterpenos, derivados del acido galico, acido elagico, epicatequina
y el acido gentisico; los en alcaloides tenemos a la ricinina y N-desmetilricinina
(Abomughaid et al., 2024). Por otro lado, (Ribeiro et al., 2016), en su revision menciona
que las hojas también presentan compuestos fendlicos como como la vitexina y acido
vainilico; cumarinas como la escopoletina, isofraxidina; esteroides como campesterol,
derivados del citosterol, derivados del estigmasterol y lupeol.

La tabla 6, reporta que el extracto de las semillas de R. communis presenta abundancia
de catequinas, resinas, azUcares reductores, fenoles, aminoacidos; moderadamente

presenta flavonoides, lactonas y/o cumarinas, triterpenos y/o esteroides y alcaloides.

El resultado también concuerda con (Abomughaid et al., 2024), quién en su trabajo
reporta la presencia de flavonoides (derivados glicosilados de la quercetina,
kaempferol), taninos, monoterpenos, triterpenos, acido galico, epicatequina, catequina;
entre acidos grasos se reportan a los acidos dihidroxiestearicos, estedrico, ricinoleico y

isoricinoleico. (Ribeiro et al., 2016), en su revision menciona que las semillas también
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presentan compuestos como la vitexina; alcaloides ricinina y nudiflorina; acidos grasos
como linoleato y ricinoleato de metilo.

La imagen registrada de la figura 2, corresponde a la corrida del ADN de E. colien 7
carriles, donde se observan claramente la nitidez de luminiscencia de las bandas de
ADN, lo que indica que el ADN se encuentra integro y concentraciones adecuadas
dentro de los pocillos para realizar los ensayos correspondientes a genotoxicidad.

La imagen de la figura 3, pertenece al ensayo de genotoxicidad in vitro del extracto
hidroalcohdlico de semillas de Ricinus communis “higuerilla”, frente al ADN de
Escherichia coli. Se fundamente que al realizarse la corrida sobre el gel de agarosa en
el cual estan los tratamientos del extracto y el ADN, estos al encontrarse en el equipo
del transiluminador, hacen que se genere una fluorescencia a consecuencia de que el
bromuro de etidio se ha intercalado en la cadena de ADN entre cada par de bases
nitrogenadas, esta florescencia determina la concentracion e integridad del ADN; por
lo que, tienen una relacion directamente proporcional la intensidad luminica con la
concentracion e integridad del ADN; mientras que al disminuir la intensidad luminica
corresponderia a que la molécula de ADN fue fragmentada.

Por ello, el carril 1, es el indicador del tamafio de la molécula (1kb), evidenciando
bandas de ADN bien definidas y separadas. A partir del carril 2 al 6 se sometié al ADN
a diferentes concentraciones del extracto de semillas donde se evidencio el grado de
fragmentacion del ADN, donde en el carril 2, a una concentracién de 5 mg/mL a
fragmentado al ADN entre 5 al 20%; el carril 3, a una concentracion de 10 mg/mL se
muestra la fragmentacion del ADN entre 20 al 40%; los carriles 4 y 5, corresponden a
las concentraciones de 25 y 50 mg/mL del extracto, respectivamente, determinando que
se fragmento el ADN en un 40 al 95% vy el carril 6, pertenece a una solucion de 100
mg/mL, el cual fragmenté al ADN en mas del 95%. En el carril 7 “blanco”, se realizd
una corrida del extracto de semillas a 100 mg/mL, aqui se evidencia la ausencia de
fluorescencia con el bromuro de etidio puesto que no hay presencia de ADN que
provengan de las semillas, puesto que si habria, generaria una interpretacion ambigua
en los resultados. El carril 8 “control”, es la corrida realizada por el ADN, sin ninguna
solucion del extracto, se observa la fluorescencia nitida, esto se debe al bromuro de
etidio que se ha intercalado en el ADN compacto sin roturas, esta corrida nos ayuda a
diferenciar de la intensidad de fluorescencia relacionada con la cantidad de ADN en

comparacion con los carriles donde el ADN se someti6 a diferentes concentraciones del
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extracto se de semillas. El carril 9, se manifiesta la corrida del ADN sometido con la
muestra a 100 mg/mL conjuntamente con la proteinasa K (PK), lo que al observar
determinamos la degradacion completa del ADN muestra que la actividad degradativa
se debe a metabolitos secundarios y no a las enzimas nucleasas vegetales presentes en
el extracto, puesto que la PK es una enzima inhibidora de las nucleasas, las cuales
podrian estar presente en el extracto; sin embargo, al ser inhibidas por la PK, la
fragmentacion del ADN solo seria por actividad de los metabolitos secundarios.

La imagen de la figura 5, pertenece al ensayo de genotoxicidad in vitro del extracto
hidroalcohdlico de hojas de Ricinus communis “higuerilla”, frente al ADN de
Escherichia coli . Se determin6, el carril 1, corresponde al indicador del tamafio
molecular de 1kb, muestra diversas bandas de ADN separadas y bien definidas entre si.
A partir del carril 2 al 6 se sometio al ADN a diferentes concentraciones del extracto
de semillas donde se evidencio el grado de fragmentacion del ADN, donde en los
carriles 2 y 3, a concentraciones de 5 y 10 mg/mL, respectivamente, se muestra una
fragmentacion ADN inferior al 5%, en los carriles 4 y 5, a concentraciones de 25 y 50
mg/mL se muestra la fragmentacion del ADN entre 5 al 20%; en el carril 5 a una
concentracion de 100 mg/mL, determina que el ADN fue fragmentado entre 20 al 40%.
El carril 7, corresponde a la corrida del extracto de semillas a 100 mg/mL, aqui se
observa que no hay fluorescencia con el bromuro de etidio puesto que no hay presencia
de ADN que provengan de las semillas, puesto que si habria, generaria confusion en la
interpretacion de los resultados, esto nos sirve como “blanco”. El carril 8, es la corrida
realizada por el ADN sin tratamiento alguno “control”, se observa la fluorescencia
nitida, esto se debe al bromuro de etidio que se ha intercalado en el ADN compacto sin
roturas, esta corrida nos ayuda a diferenciar de la intensidad de fluorescencia
relacionada con la cantidad de ADN en comparacion con los carriles donde el ADN se
sometio a diferentes concentraciones del extracto se de semillas. El carril 9, se
manifiesta la corrida del ADN sometido con el extracto metandlico (EM) de 100 mg/mL
conjuntamente con la enzima proteinasa K (PK), lo que al observar determinamos la
degradacion completa del ADN muestra que la actividad degradativa se debe a
metabolitos secundarios y no a las enzimas nucleasas vegetales presentes en el extracto,
puesto que la PK es una enzima inhibidora de las nucleasas, las cuales podrian estar
presente en el extracto; sin embargo, al ser inhibidas por la PK, la degradacion del ADN

solo seria por accion de los metabolitos secundarios.
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El porcentaje de fragmentacion observado en las figuras 3 y 5, se determind haciendo
uso de los niveles de fragmentacion del ADN mediado por el registro visual y
conjuntamente con los valores numéricos de los anexos 9 y 11, respectivamente para
cada figura, el cual utilizando la serie escalar de la tabla 4, se aprecia que, a mayor
namero de clase, mayor serd el grado de fragmentacion. Los resultados también se
corroboraron mediante un estadistico de prueba de Kruskal — Wallis, que siendo una
prueba no paramétrica mide diferencias o similitudes entre grupos, esta prueba comparo
el grado de fragmentacion del ADN en E. coli, manifestado en porcentaje, con la
concentracion del extracto de R. communis "higuerilla”, también presentada en
porcentaje. Los resultados se ilustran en la figura 6. El nivel de fragmentacion del ADN
en la E. coli tratada indica el grado de genotoxicidad. Esto nos llevo a proponer la
hipdtesis nula (Ho) de que el total de las medianas son idénticos, lo que sugiere que las
distintas dosis del extracto tuvieron un impacto idéntico. Por otra parte, la hipotesis
alternativa (H1) postula que existe una diferencia en al menos una mediana, lo que
significa que minimo una concentracion del extracto tiene un impacto distinto. Los
hallazgos de la Figura 6 muestra P = 0,002 y GL = 4, H = 16,69, rechazando la hipétesis
nula (Ho) y aceptando Hi, ya que el valor P fue inferior a 0,05. La concentracion de
extracto de Ricinus communis "higuerilla™ determina el grado de fragmentacion del
ADN en la E. coli tratada. La fragmentacion del ADN tratado fue similar a
concentraciones de extracto de 50, 25, 10 y 5 mg/mL.

A partir de los resultados obtenido, se observa que los extractos de semillas y hojas
presentan actividad genotdxica dependiente de concentracion sobre el ADN genémico
de E. coli, por otro lado, se observa que las semillas presentan un mayor efecto
genotoxico, puesto que el grado de fragmentacion del extracto de semillas a 100 mg/mL
fue superior al 95%, mientras que a 100 mg/mL del extracto de hojas fragmentd entre
20 al 40%, estos resultados concuerdan con lo reportado por (Sabitha & Fatima, 2022),
quienes también evaluaron el efecto genotdxico de semillas y hojas de R. communis,
quienes también obtuvieron resultados del grado de fragmentacién del ADN es
proporcional a la concentracidn del extracto, a su vez concluyen que los compuestos
presentes en las hojas evidencian una genotoxicidad leve, mientras que los compuestos
de las semillas evidencian una genotoxicidad alta, evaluados sobre ADN genémico de

E. coli.
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El R. communis presentan estudios que han determinado la presencia de sustancias
quimicas nocivas como el caso del alcaloide ricinina, considerada como una de las
toxinas letales que derivan a partir de las semillas de R. communis(Abomughaid et al.,
2024), por otro lado, varios estudios reportan también la presencia de ricina, que es una
glicoproteina abundante en las semillas de R. communis, esta sustancia se ha estudiado
por (Kumar et al., 2007), quién evalud la genotoxicidad de la ricina, donde en su trabajo
reportd que hubo un aumento en la fragmentacion del ADN posterior a una dosis de 0,5
de ricina; otras toxinas tenemos a las aglutinina. Estas menciones amplian el panorama
sobre el resultado obtenido reafirmando que el extracto se semillas es mas genotoxico
que el extracto de hojas de R. communis. En la practica comun la ricina de las semillas
es mucho mas nociva si se llegan a utilizar las semillas sin procesar, por lo que su uso
desmedido podria ser letal, tal como se reportado de un incidente mortal causado por
una muerte presunta de suicidio de un hombre de 49 afios, quien habria consumido
semillas de R. communis, donde a pesar de recibir atencion médica oportuna fallecio
por fallas multiorgénica.

Con respecto a la hoja, los estudios previos indican que también presentan sustancias
toxicas como la lecitina (fosfolipido) y la aglutinina que presentaron actividad
citotoxica (Abomughaid et al., 2024), asimismo, un estudio realizado por (Wachira
et al., 2014), quien aislé dos alcaloides del tipo piridona de las hojas de R. communis,
presentaron un efecto toxico; (Nemudzivhadi & Masoko, 2014), realizaron un estudio
sobre la citotoxicidad sobre lineas celulares de macrofagos Raw 264.7, a partir de las
fracciones del extracto metanolico de hojas de R. communis, siendo dependiente de la
concentracion a su vez la fraccion de diclorometano y del extracto metandlico
mostraron un CLso bajo, segin lo mencionado podriamos inferir que los compuestos
solubles en diclorometano poseen un actividad citotoxica, en relacion a nuestro trabajo,
los alcaloides son solubles en diclorometano, por ello, la ricinina podria ser responsable
del dafio genotoxico.

En otros estudios sobre el efecto genotoxico, se ha evaluado al zumo obtenido del bulbo
de Allium sativum L. “ajo”, en el cual se utilizo6 ADN de Staphylococcus sp.,
reportandose que el grado de fraccionamiento del ADN fue proporcional a la
concentracion del zumo de A. sativum, reportando que a 100 mg/mL de concentracion
la genotoxicidad fue potente(Marca, 2018), en otra investigacion, fue evaluado el
extracto de tipo hidroalcohdlico de tallos y hojas de Clinopodium brevicalix Epl. “urqu

mufia”, sobre el ADN de humanos, reportando que a una concentracion de 500 mg/mL
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de presento un mayor efecto genotdxico (Ataucusi, 2020); asimismo, el extracto de tipo
hidroalcohdlico obtenido a partir de tallos y hojas de Artemisia absinthium L. “ajenjo”
sobre el ADN de humanos, reportando que el extracto de hojas a concentraciones de
300, 400 y 500 mg/mL fraccionaron por encima del 95% del ADN; también el extracto
de tipo hidroalcohdlico de Juglans neotropica “nogal”, evaluado sobre ADN humano
y el ADN S. aureus, reportando que a 100 mg/mL el grado de fragmentacion fue mayor
al 95% sobre ambos tipos de ADN (Cervantes, 2019), finalmente también se ha
evaluado el extracto de tipo hidroalcohdlico de las vainas de Spartium junceum
"retama” y de las hojas de Eucaliptus globulus "eucalipto”, evidenciando alto
porcentaje de fraccionamiento (mas del 95%), a concentraciones de 100 y 50 mg/mL
(Ayala, 2014); incluso se ha evaluado un extracto mixto a partir de Cinchona spp,
Zingiber officinale y Eucalyptus globulus, el cual a una concentracion del 100 mg/mL,
fue la que evidencié un mayor grado de fragmentacion del ADN de E. coli (Rivera,
2024). En todos los estudios mencionados, el grado fragmentacion del ADN utilizado
para cada estudio fue directamente proporcional a la concentracion de la muestra a
evaluar, estos resultados estan relacionados con lo obtenido en presente trabajo
realizado; por otro lado, estas plantas fueron mencionadas por ser utilizadas
comunmente para tratar diversos problemas vegetales para realizar las comparaciones
fueron seleccionadas de acuerdo al uso comun que se dan para tratar ciertos problemas
de salud en medicina tradicional alrededor de la regién de Ayacucho; por ello, es muy
evidente que el uso de estas plantas en tiempos prolongados y no controlados podria
desarrollar efectos toxicos y genotoxicos.

No se ha esclarecido el mecanismo por el cual desarrolla la genotoxicidad; no obstante,
se ha intentado asociar este efecto a los metabolitos secundarios presentes en las
plantas, que en muchas investigaciones son los responsables de la actividad terapéutica,
en otras investigaciones a dosis elevadas o prolongadas, origina problemas negativos
(Rivera, 2024), se menciona que algunos flavonoides, cumarinas y naftoquinonas son
los responsables del efecto genotoxico a dosis elevadas (Demma et al., 2009), este
estudio concuerda con lo mencionado por (de Carvalho et al., 2003), quien indica que
algunos flavonoides, presenta efecto genotoxico, es especial por flavonoides que
presenten en su estructura una sustitucion por -OOH, en los carbonos numero 7'y 3, del
anillo Ay B, respectivamente, estas variaciones son las que desarrollan un dafio sobre
el ADN, sin embargo, es necesario estudios mas profundo para esclarecer esta

afirmacion. Por otro lado, un estudio determino que la epigalocatequina (flavonoides),
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desarroll6 dafio a nivel cromosomico en células (WIL2-NS), a 100 umol/L, lo que se
infiri6 de que algunos flavonoides acttan también como prooxidantes al ser expuesto a
un amplio suministro de moléculas de oxigeno (Sugisawa & Umegaki, 2002). Entre
otros compuestos fendlicos se logré determinar que los &cidos hidroxicinamicos a
condiciones especificas desarrollan un efecto prooxidante sobre el ADN (Zheng et al.,
2008), asimismo, el cido galico presentd un mayor efecto prooxidante en comparacion
con el acido cafeico y rosmarinico, lo cual se explica por la formacién de radicales
libres (superdxido y el semiquinona), en condiciones especificas, estos radicales son
los responsables directos sobre el dafio gendmico y cromosémico (Eghbaliferiz &
Iranshahi, 2016).

En cuanto a otros fitoquimicos, (Louisse et al., 2019), estudio a los alcaloides de nlcleo
pirrolizidina y su efecto genotoxico, en el cual evidencio que diversos compuestos que
presenten un diéster abierto en su estructura, tuvieron mayor efecto genotoxico sobre
células hepaticas humanas, entre las que destaca la riddelliina;(Henriques et al., 1991),
menciona que los alcaloides como la reserpina, boldina, queleretrina, skimmianina y
voacristina, tienen estudios que abalen su efecto genotoxico. Los estudios mencionados
indica que algunos metabolitos secundarios podrian desarrollar efectos genotéxicos por
mecanismos determinados aun por ser esclarecidos, mientras que otros tienen un efecto
prooxidante generando mutagenicidad; a pesar de no contar con la certeza de que estos
compuestos estan presentes en el extracto de semillas y hojas de R. communis, se podria
inferir que posiblemente existan otros agentes quimicos responsables del efecto
genotoxico, puesto que el tamizaje realizado se ha identificado la presencia de
alcaloides, saponinas, cumarinas, flavonoides etc., por ello se colige que mediado de
una accion sinérgica, estos fitoquimicos podrian ser los responsables de fragmentar a
ADN gendmico de E. coli. Finalmente, el efecto genotoxico determinado in vitro del
extracto hidroalcohdlico de semillas y hojas de Ricinus communis “higuerrilla”, frente
al ADN de Escherichia coli, posiblemente se deba a los metabolitos secundarios que se
encuentran presentes en el extracto (tabla 5 y 6), entre los que destaca triterpenos,
flavonoides, resinas, fenoles, aminoacidos, azucares reductores, quinonas, alcaloides,
catequinas, lactonas y/o cumarinas y esteroides; asimismo, en la determinacion del
efecto genotdxico no podria ser accion de las nucleasas que quizéa estén presentes en el
extracto, ya que se realizé una corrida con PK alrededor de una hora de incubacion, con

lo que en esencia la genotoxicidad se centra en los metabolitos secundarios.
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CAPITULO VI. CONCLUSIONES
El extracto hidroalcohdlico hojas y semillas de Ricinus communis “higuerilla”
presentaron efecto genotoxico in vitro frente al ADN gendmico de Escherichia
coli.
El extracto hidroalcohdlico hojas y semillas presentan compuestos fendlicos,
flavonoides, taninos, azlcares reductores, catequinas, lactonas y/o cumarinas,
triterpenos y/o esteroides, aminoacidos, quinonas y alcaloides.
El extracto hidroalcohdlico de semillas de Ricinus communis “higuerilla”, a
diferentes concentraciones evidenciaron efecto genotoxico, siendo la
concentracion de 100 mg/mL la que tuvo mayor porcentaje de fraccionamiento
por encima del 95%, mientras el extracto hidroalcohodlico de hojas presento
mayor porcentaje de fraccionamiento de 20 — 40% a 100 mg/mL
El extracto hidroalcohdlico de las semillas presenta mayor efecto genotdxico en

relacion a las hojas.
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CAPITULO VII. RECOMENDACIONES

Desarrollar trabajos de genotoxicidad modelados en ensayos in vivo, con el fin
de corroborar los estudios in vitro obtenidos.

Desarrollar estudios de citotoxicidad, con el fin de identificar si existe relacion
entre dafio citotoxico y genotoxico.

Realizar trabajos de aislamiento de los fitoquimicos mediante técnicas de HPLC
acoplado a espectrofotometro de masas, para caracterizar los componentes
quimicos presentes en el extracto de hojas y de semillas de R. communis

“higuerilla”
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Anexo 1
Constancia de la clasificacion taxonomica de la especie vegetal Ricinus communis

“higuerilla”.

CONSTANCIA

LA BIOLOGA LAURA AUCASIME MEDINA ESPECIALISTA EN
TAXONOMIA Y SISTEMATICA DE PLANTAS DEJA CONSTANCIA:

Que, el Bachiller en Farmacia y Bioquimica, Sr. Rolando, CERVANTES
VARGAS, 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, siendo su taxonomia la siguiente:

DIVISION § MAGNOLIOPHYTA
CLASE : MAGNOLIOPSIDA
SUB CLASE : ROSIDAE

ORDEN § EUPHORBIALES
FAMILIA : EUPHORBIACEAE
GENERO ; Ricinus

ESPECIE 2 Ricinus communis L.
N. V.. ; “higuerilla”

Se expide la certificacion correspondiente a solicitud del

interesado para los fines que estime conveniente.

Ayacucho, 14 de Febrero del 2 023

(

BIOLOGA
Reg. C.BP.N° 583 CR.- XIII
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Anexo 2
Secado de la planta en estudio: Ricinus communis “higuerilla”.
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Anexo 3
Preparacion de los extractos hidroalcoholicos Ricinus communis “higuerilla”.

Ricinus communis
“higuerilla”

SEMILLAS
T

“higuerilla”
HouAs
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Anexo 4
Esquema de obtencién del extracto hidroalcoholico, tamizaje fitoquimico y

determinacion del efecto genotoxico Ricinus communis “higuerilla”. Ayacucho 2023.

Muestra

J

Recoleccion de la muestra

Seleccion
Identificacion
botdnica l
Secado
Molienda

]

Maceracion hidroalcohdlica y
obtencién del extracto

([ R

o P Estudio
Tamizaje fitoquimico .
genotoxico

J
YV

ADN genomico
Escherichia coli

([

!

! !

5 mg/mL 10 mg/mL 25 mg/mL 50 mg/mL 100 mg/mL Control
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Anexo 5

Flujograma del tamizaje fitoquimico del extracto hidroalcohdlico de Ricinus communis “higuerilla”.

Hojas y semillas de
Ricinus Communis. “higuerilla”

DIVIDIR EN FRACCIONES DE 1 mL
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ENSAYO DE ENSAYO DE ENSAYO DE ENSAYO DE ENSAYO DE ENSAYO DE
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Esteroides
ENSAYO DE ENSAYO DE ENSAYQ DE ENSAYO DE ENSAYO DE ENSAYO DE
RESINAS BALJET SHINODA NINHIDRINA ESPUMA ALCALOIDES




Anexo 6
Identificacion de metabolitos secundarios de los extractos hidroalcoholicos de

Ricinus communis “higuerilla”.
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Anexo 7

Protocolo de extraccion de ADN gendmico de Escherichia coli.

Cultivo de ADN Escherichia coli

400|)J.TE

o

600 yl,
isopropanol
helado

@@zﬂ@

Bario maria a 85°
C x 25 min.

=) =

75 ul, SDS 10% + 100 yL NaCISM+
SuLPK 10 uL CTAB
Bafo maria a 65° N l
¢ x 30 min. R
\
Se agrego 750 yl, de
cloroformo:alcohal
isoamilico (24:1)

- o <:| <:—| Homogeniza
siguiente = e -
Forma 2 capas,
trasvasar el CaabaEEIsTe
sobrenadante ar x 1Smin a
‘ X 15 14000 RPM Agregar 1 yl, de
min a 14000 RPM '-“’;{,;T Stao ARN asa de 20
90 Ul TE 0,1x mafl
= { Guardar en
«.ﬂ—}l—[) ) |::>|:{>‘ —> ]| B
Dejar en ‘ Dejar en la Incubacion
. estm’aaa 37 refrigeradora a3 Cx
C x 30 min hasta el dia 1h en bafo
we
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Anexo 8
Sembrado en el gel de agarosa al 1%, ADN gendmico de Escherichia coli.
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Anexo 9

Valores numéricos del ensayo de genotoxicidad in vitro del extracto hidroalcohdlico
de semillas de Ricinus communis “higuerilla” a concentraciones de 5, 10, 25, 50y 100
mg/mL, respectivamente, sobre el ADN gendémico Escherichia coli, incubado a 37°C
durante una hora. CIBMB-UNSCH.

Ricinus communis

Condiciones de la “higuerilla”
incubacion Extracto Hidroalcohdlico de semillas
Temperatura Tiempo Concentracion en mg/mL.
°C Hora 5 10 25 50 100
1 2 3 3 4
1 2 2 3 4
1 2 2 3 4
1
37 1 2 3 3 4
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Anexo 10

Prueba de Kruskal — Wallis para evaluar el grado de genotoxicidad del extracto
hidroalcohdlico de semillas de Ricinus communis “higuerilla”, segin la concentracion
del extracto, frente a ADN gendmico Escherichia coli, incubado a 37°C durante una
hora. Ayacucho, 2023.

Hipotesis nula Ho: Todas las medianas son iguales

Hipotesis alterna Hi: Al menos una mediana es diferente

Método GL Valor H Valor p
No ajustado para empates 4 16.69 0.002
Ajustado para empates 4 17.90 0.001

La aproximacion de chi-cuadrada podria no ser exacta cuando algunos tamafios de muestra sean
menores que 5.

Trat. Medianas Ranks

5 1.0 25 C
10 2.0 75 bc
50 3.0 13.5 ab
100 4.0 18.5 a
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Anexo 11
Valores numéricos del ensayo de genotoxicidad in vitro del extracto hidroalcohdlico

de hojas de Ricinus communis “higuerilla” a concentraciones de 5, 10, 25, 50 y 100
mg/mL, respectivamente, sobre el ADN gendémico Escherichia coli, incubado a 37°C
durante una hora. CIBMB-UNSCH. Ayacucho 2023.

Condiciones de la Ricinus communis
incubacioén “higuerilla”
Extracto hidroalcohélico de hojas
Temperatura Tiempo Concentracién en mg/mL.
°C Hora 5 10 25 50 100
0 0 1 1 2
37 1 0 0 1 1 2
0 0 1 1 2
0 0 1 1 2
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Anexo 12

Prueba de Kruskal — Wallis para evaluar el grado de genotoxicidad del extracto
hidroalcohdlico de hojas de Ricinus communis “higuerilla”, segun la concentracion
delextracto, frente a ADN gendmico Escherichia coli, incubado a 37°C durante una
hora. Ayacucho, 2023.

Prueba

Hipotesis nula Ho: Todas las medianas son iguales

Hipotesis alterna Hi: Al menos una mediana es diferente

Método GL Valor H Valor p
No ajustado para empates 4 16.46 0.002
Ajustado para empates 4 19.00 0.001

La aproximacion de chi-cuadrada podria no ser exacta cuando algunos tamafios de muestra sean
menores que 5.
Comparaciones de a pares entre las medias de los rangos de tratamientos.

Trat. Medianas Ranks
10 0.0 45 b
5 0.0 45 b
50 1.0 12.5 ab
25 1.0 12.5 ab
100 2.0 18.5 a
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Anexo 13

Matriz de Definicion y Operacionalizacion de Variables

Variables Definicion Deflnlglon Dimensiones Indicadores Valoracion Esca_la_gie Item del
Conceptual Operacional Medicién Instrumento
Variable Cantidad de Cantidad de Concentracion ~ Concentracion 5, 10, 25,50y  Cuantitativo Concentraciones
Independiente:  extracto de extracto de en porcentaje 100 mg/mL indirectarazdon  del extracto: 5,

Concentracion
de las hojas y
semillas de
Ricinus
communis.
“higuerilla”.

Variable
Dependiente:
Efecto
genotoxico
frente a ADN de
Escherichia coli

hojas y semillas
de Ricinus
communis
utilizado en el
ensayo in vitro
y la capacidad
del extracto de
Ricinus
communis para
causar dafo al
ADN de
Escherichia
coli

hojas y semillas

(%) de las hojas

10, 25, 50 y 100

de Ricinus y semillas. mg/mL

communis

utilizado en el

ensayo in vitro

y el grado de

;ralg'ra\n[e)r:lauon Genotoxicidad ~ Grado de Ninguna, baja,  ordinal Observacion de
el AL q fragmentacién media, alta, la

%enﬁml_c% € i del ADN muy alta fragmentacion
ts)c erlg a cofl genomico de del ADN en el

ObsErvaco Escherichia gel de agarosa

mediante coli

electroforesis '

en gel de

agarosa.
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Anexo 14

Matriz de Consistencia.

Titulo: Efecto genotoxico in vitro del extracto hidroalcoholico de Ricinus communis. “higuerilla” frente al ADN de Escherichia coli.

Ayacucho, 2023.

Autor: Rolando Cervantes Vargas

Formulacién del Problema  Obijetivos Hipotesis Variables Metodologia
Problema General Objetivo General Hipotesis General Variable Tipo de Investigacién:
¢ Tendra efecto genotoxico las  Determinar la Las hojas y semillas de Independiente: Basica — experimental.

hojas y semillas de Ricinus
communis? “higuerilla”
frente a ADN de Escherichia
coli?

genotoxicidad in vitro de
las hojas y semillas de
Ricinus communis.
“higuerilla”.

Ricinus communis.
“higuerilla”. Presenta efecto
genotoxico en un ensayo in
vitro frente a ADN de
Escherichia coli.

Problemas Especificos:
¢Cuales son los metabolitos
secundarios presentes en el
extracto hidroalcohdlico de
Ricinus communis
“higuerilla™?

¢Cudl es el efecto genotéxico
in vitro del extracto
hidroalcoholico de las hojas y
semillas de Ricinus communis
“higuerilla” sobre el ADN de
Escherichia coli?

Obijetivos Especificos

o lIdentificar los
metabolitos
secundarios presentes
en las hojas y semillas
de Ricinus communis.
“higuerilla”.

o Evaluar la
genotoxicidad in vitro
de las hojas y semillas
de Ricinus communis.
“higuerilla”.

Hipotesis Especificas

El extracto hidroalcohélico
de Ricinus  communis
“higuerilla” contiene
metabolitos secundarios con
potencial genotoxico.

El extracto hidroalcohélico
de las hojas y semillas de

Ricinus communis
“higuerilla” presenta un
efecto genotdxico in vitro
sobre el ADN de

Escherichia coli.

Concentracion  de
las hojas y semillas
de Ricinus
communis.
“higuerilla”.
Indicador:
Concentracion  en
porcentaje (%) de
las hojas y semillas.
Variables
Dependientes:
Efecto genotdxico
frente a ADN de
Escherichia coli
Indicador:

. Grado de
fragmentacion  del
Acido
desoxirribonucleico
(ADN) genomico
de Escherichia coli.

Disefio Experimental:

El experimento se realizara bajo una guia
del modelo in vitro para estudiar la
actividad genotoxica.

Poblacion:

Plantas de Ricinus communis “higuerilla”,
que crece en la Ciudad Universitaria de la
UNSCH, distrito de Ayacucho, provincia
de Huamanga, region Ayacucho

Muestra:

Muestreo aleatorio simple de Ricinus
communis. “higuerilla, para la obtencion
directa del extracto, en la ciudad de
Huamanga.

Unidad Experimental:

ADN genémico de Escherichia coli. a
concentracion de 1500 ng/uL por cada
ensayo.

Andlisis estadistico:

Paquete estadistico SPSS, Pruebas de
Kruskal-Wallis
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ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS

RESOLUCION DECANAL N° 519-2025-UNSCH-FCSA-D
BACHILLER: Rolando CERVANTES VARGAS

En la ciudad de Ayacucho, siendo las nueve de la mafiana del dia dieciséis de julio del dos
mil veinticinco, se reunieron en el Aula J-201, los docentes miembros del jurado
evaluador de sustentacion, para el acto de sustentacién de trabajo de tesis titulado:
Efecto genotdxico in vitro del extracto hidroalcohdlico de Ricinus communis “higuerilla”
frente al ADN de Escherichia coli. Ayacucho, 2023. Presentado por el bachiller Rolando
CERVANTES VARGAS para optar el titulo profesional de Quimico Farmacéutico.

El Jurado evaluador de sustentacién esta conformado por:

Presidente (delegado por el Decano) : Prof. Johnny Aldo Tinco Jayo
Miembros : Prof. Edwin Carlos Enciso Roca

: Prof. Kirianova Godoy Bautista
4to jurado : Prof. Roxana Ledn Aronés
asesor : Prof. Tomads Yuret Miranda Tomasevich
secretaria Docente : Prof. Priscila Licas Conde

Con el quorum de reglamento se dio por inicio la sustentacién de tesis, el presidente de
la comision pide a la secretaria docente dar lectura a los documentos presentados por la
recurrente, y da algunas indicaciones a la sustentante.

Da inicio la exposicién el Bachiller: Rolando CERVANTES VARGAS, v una vez concluida la
exposicion, el presidente de la comisidn solicita a los miembros del jurado evaluador
realizar sus respectivas preguntas. Acto seguido, después de realizar algunas
observaciones, da pase al asesor de tesis profesor Tomds Yuret Miranda Tomasevich para
que pueda realizar algunas aclaraciones y comentarios.

Concluida la ronda de preguntas, el presidente invita al sustentante para abandonar el
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