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RESUMEN
El creciente uso de plantas medicinales en la medicina tradicional y el desarrollo de

productos naturales con potencial terapéutico hace necesario evaluar no solo su eficacia
biolégica, sino también su seguridad genética. En este contexto, Artocarpus altilis (“pan
del arbol”) constituye una especie de interés debido a sus multiples aplicaciones
etnomedicinales y a la presencia de metabolitos secundarios con reconocida actividad
biologica. Sin embargo, existe escasa informacion cientifica sobre sus posibles efectos
genotoxicos, lo que justifica la realizacion de investigaciones orientadas a determinar su

impacto sobre el material genético.

Por ello, el presente trabajo de investigacién tuvo como objetivo determinar la evaluacion
preliminar de la genotoxicidad in vitro del latex de Artocarpus altilis “pan del arbol” este
trabajo se realizé en el laboratorio del Centro de Investigacion de Biologia Molecular y
Bioinformatica de la Facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad Nacional de San
Cristébal de Huamanga, en la ciudad de Ayacucho. Para la evaluacién genotéxica, del
ADN gendmico bacteriano fue expuesto a diferentes concentraciones del latex (1, 2.5, 5,
10, 25, 50y 100 %), empleandose el “ Método Tomasevich” mediante electroforesis en
gel de agarosa al 1 % con bromuro de etidio y visualizacién bajo luz ultravioleta en el
sistema Biometra UVsolo TS. Los resultados mostraron que las concentraciones de 1y
2,5 % produjeron una fragmentacion baja del ADN gendémico de Escherichia coli,
correspondiente a una genotoxicidad nula a leve (clases 0-1). Las concentraciones de 5
y 10 % evidenciaron una fragmentacién leve del ADN, clasificAndose dentro de la clase 1,
indicando un incremento inicial del dafio genético asociado al tratamiento con latex. A
partir de las concentraciones de 25 y 50 % se observé un aumento progresivo de la
degradacién del ADN, alcanzando niveles de fragmentacién moderada a severa (clases
2-3). La concentracién de 100 % presenté la mayor alteracion del material genético,
correspondiente a una fragmentacion casi total (clase 4, con degradacion superior al 95
% del ADN). Asimismo, el tratamiento con latex al 100 % mas proteinasa K mantuvo la
fragmentacion del ADN, indicando que el dafio genético no estuvo asociado
principalmente a la accion de nucleasas, sino a los metabolitos secundarios presentes en
el latex. Finalmente, el control negativo mostré una banda integra de ADN, confirmando

la estabilidad del material genético en ausencia del tratamiento.

Palabras clave: Genotoxicidad, ADN gendmico, Artocarpus altilis, Escherichia coli,

electroforesis.



I.INTRODUCCION

El Per posee una gran diversidad de plantas medicinales utilizadas tradicionalmente
desde tiempos prehispanicos. Estas especies constituyen un importante recurso
terapéutico dentro de la medicina tradicional y contindan siendo empleadas por
diversas comunidades para la prevencion y tratamiento de enfermedades. La riqueza
floristica peruanay el conocimiento ancestral asociado representan una fuente valiosa
para el desarrollo de investigaciones farmacoldgicas y etnobotanicas (Bussmann &
Sharon, 2006).

Aunque numerosas plantas medicinales presentan propiedades terapéuticas
beneficiosas, algunas contienen compuestos capaces de generar efectos adversos.
Diversos estudios han demostrado que ciertos productos vegetales pueden inducir
actividad mutagénica, genotdxica, embriotéxica o carcinogénica, por lo que es
fundamental evaluar su seguridad bioldgica antes de promover su uso en humanos
(Carballo et al., 2005).

Por su parte, Escherichia coli es una bacteria Gram negativa que forma parte del
microbiota intestinal normal de humanos y animales. Sin embargo, algunas cepas
poseen factores de \virulencia que les permiten causar enfermedades
gastrointestinales, infecciones urinarias, septicemia y meningitis neonatal. (Guentzel,
1996).

Diversos estudios han reportado que los metabolitos presentes en Artocarpus altilis
poseen actividades antioxidantes, antimicrobianas, antiinflamatorias,
hepatoprotectoras y cardioprotectoras. Estas propiedades han despertado un
creciente interés cientifico por su posible aplicacion en el desarrollo de productos
farmacéuticos y terapéuticos. Sin embargo, debido a que los compuestos bioactivos
pueden interactuar con estructuras celulares fundamentales, es necesario realizar
estudios que permitan determinar su inocuidad y establecer si presentan efectos
toxicos o0 genotdxicos sobre el material genético de los organismos expuestos (Jagtap
et al., 2010).



Entre las técnicas empleadas para evaluar el dafio genético destaca la electroforesis
en gel de una sola célula, conocida como Ensayo Cometa. El ensayo cometa o
electroforesis en gel de una sola célula es una técnica ampliamente utilizada para
detectar dafios en el ADN a nivel individual. Su fundamento se basa en la migracion
de fragmentos de ADN durante la aplicacion de un campo eléctrico. Cuando el ADN
presenta rupturas de cadena simple o doble, los fragmentos migran fuera del nicleo
formando una estructura semejante a un cometa. La longitud e intensidad de la cola

observada son proporcionales al grado de dafio genético presente. (Singh et al., 1988).

En la presente investigacion, la evaluacion del dafio genotoxico in vitro se realizd
siguiendo el método descrito por Miranda Tomasevich (2015), el cual consiste en
exponer el ADN gendmico de Escherichia coli a diferentes concentraciones del latex
de Artocarpus altilis a 37 °C. Posteriormente, las muestras fueron sometidas a
electroforesis en gel de agarosa al 1 % tefiido con bromuro de etidio y visualizadas
bajo luz ultravioleta mediante un sistema Biometra UVsolo TS, permitiendo determinar
el grado de fragmentacion del ADN y el dafio genético inducido. (Miranda Tomasevich,
2015).

En funcién de lo expuesto, se plantean los siguientes objetivos:
Objetivo general:

Evaluar el efecto genotoéxico in vitro del latex de Artocarpus altilis “pan del arbol” frente

al ADN genémico de Escherichia coli.Ayacucho, 2024.
Objetivos especificos:

o Determinar el nivel de genotoxicidad del latex de Artocarpus altilis “pan del
arbol” frente al ADNgenémico de Escherichia coli.

e Comparar el efecto genotoxico segun la concentracion del latex de Artocarpus

altilis “pan del arbol”

e Determinar los metabolitos secundarios presentes en el latex de Artocarpus

altilis “pan del arbol”.



Il. MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes del estudio.

La presencia de diversos metabolitos secundarios en Artocarpus altilis, como
flavonoides, compuestos fendlicos y otros fitoquimicos bioactivos, ha despertado
interés por sus posibles efectos sobre microorganismos patdgenos. Investigaciones
realizadas sobre esta especie han evidenciado actividad antimicrobiana frente a
bacterias Gram negativas, entre ellas Escherichia coli. Estas sustancias pueden
interferir en procesos celulares esenciales de la bacteria, afectando su crecimiento y
supervivencia. Debido a estas propiedades, resulta importante evaluar no solo su
capacidad antibacteriana, sino también determinar si los compuestos presentes en el
latex son capaces de producir alteraciones en el ADN bacteriano, contribuyendo asi al
conocimiento de sus mecanismos de accion biolégica y su posible efecto genotéxico
(Luzuriaga-Quichimbo et al., 2019). Artocarpus altilis (“pan del arbol”) es una especie
reconocida por su importancia nutricional y su potencial para contribuir a la seguridad
alimentaria en diversas regiones tropicales. Su fruto constituye una fuente valiosa de
carbohidratos, fibra dietética, proteinas, vitaminas y minerales esenciales para la
alimentacion humana. Ademas, la posibilidad de procesarlo en forma de harina
favorece su conservacion por largos periodos y facilita su disponibilidad en épocas de
escasez de alimentos. Estas caracteristicas han despertado interés por su

aprovechamiento como recurso alimentario sostenible Liu et al., (2015).

Moreno y col (2013) desarroll6 un estudio orientado a evaluar la genotoxicidad in vitro
del latex de Euphorbia peplus L. (“leche leche”) sobre ADN gendémico humano y a
identificar los metabolitos secundarios presentes en esta especie medicinal. El latex
fue recolectado directamente de la planta y posteriormente sometido a un analisis

fitoquimico cualitativo para determinar su composicion quimica.



Para la evaluacion del dafio genético se utiliz6 el método Tomasevich, preparando
soluciones de latex a concentraciones de 5 %, 10 %, 25 %, 50 % y 100 %. En cada
tratamiento se enfrentaron 6 pL de latex con 14 pL de ADN gendémico humano a una
concentracion de 1500 ng/pL. Asimismo, se incluyd un control constituido Gnicamente
por ADN genémico humano y un ensayo adicional con proteinasa K para descartar la
posible accion de enzimas degradadoras de ADN. Las muestras fueron incubadas a
37 °C durante una hora y posteriormente sometidas a electroforesis en gel de agarosa
al 1 % con bromuro de etidio, empleando un marcador molecular de 50 pb. La
separacion electroforética se realizd a 40 voltios durante tres horas, y los resultados
fueron observados bajo luz ultravioleta mediante un sistema de documentacion de

imagenes Biometra UVsolo TS.

El estudio fitoquimico evidencié una elevada presencia de alcaloides, flavonoides y
compuestos amargos Yy astringentes, ademas de cantidades moderadas de fenoles,
taninos y saponinas, y bajas concentraciones de lactonas y cumarinas. Los andlisis
electroforéticos mostraron que todas las concentraciones ensayadas (5 %, 10 %, 25
%, 50 % y 100 %) ocasionaron una degradacién completa del ADN genémico humano.
El andlisis estadistico determind que el tiempo de incubacibn no tuvo efecto
significativo sobre el grado de fragmentaciéon del ADN (p = 0,539); sin embargo, la
concentracion del latex influyé significativamente en la genotoxicidad observada (p =
0,000). Con base en estos resultados, se concluyé que el latex de Euphorbia peplus
presenta una marcada actividad genotodxica frente al ADN genémico humano (Moreno
y col 2013)

Por otro lado, (Quispe Meza, C.O. 2017) llevé a cabo un estudio con la finalidad de
determinar el efecto genotoxico in vitro del latex fresco y cristalizado de Carica papaya
L. (“papaya”) sobre ADN gendémico humano. El latex fue obtenido directamente de
frutos inmaduros, mientras que para la obtencion del latex cristalizado se realiz6 un
proceso de incubacion a 37 °C durante siete dias. La evaluacion de la genotoxicidad
se efectué mediante el método Tomasevich, utilizando dos grupos experimentales: uno

correspondiente al latex fresco y otro al latex cristalizado.

Para ambos tratamientos se prepararon concentraciones de 1 %, 2,5 %, 5 %, 10 %,
25 %, 50 % y 100 %. En cada ensayo se mezclaron 6 pL de latex con 14 uL de ADN

gendmico humano, a una concentracién de 1500 ng/puL. Como control se empleé ADN

4



gendmico humano sin tratamiento y como blanco se utilizo latex al 100 %. Las
muestras fueron incubadas a 37 °C durante una hora y posteriormente sometidas a
electroforesis en gel de agarosa al 1 % con bromuro de etidio, utilizando un marcador
molecular de 50 pares de bases (pb). La corrida electroforética se realiz6 a 40 voltios
durante tres horas, y la visualizacion de los resultados se efectud bajo luz ultravioleta
mediante un sistema de captura de imagenes Biometra UVsolo TS. Todos los ensayos

fueron realizados por cuadruplicado.

Los resultados mostraron que las siete concentraciones evaluadas del latex fresco (1
%, 2,5 %, 5 %, 10 %, 25 %, 50 % y 100 %) produjeron una degradacion total del ADN
gendémico humano. En contraste, el latex cristalizado presentd un efecto genotoxico
dependiente de la concentracion, observandose que las concentraciones de 10 %, 25
% y 50 % ocasionaron una fragmentacion aproximada del 20 % al 40 % del ADN,
mientras que la concentracion de 100 % produjo una degradacién comprendida entre
40 % y 95 %. Con base en estos hallazgos, se concluy6 que tanto el latex fresco como
el cristalizado poseen actividad genotdxica, aunque el efecto del latex cristalizado se
encuentra directamente relacionado con la concentracion utilizada (Quispe Meza, C.O.
2017)

En cuanto al tamizaje fitoquimico, Quispe Meza (2017) identificd en el latex de Carica
papaya L. abundantes concentraciones de alcaloides y aminoacidos (+++), una
presencia moderada de lactonas y/o cumarinas (++), y una leve presencia de
saponinas (+). Estos metabolitos secundarios podrian estar relacionados con la

actividad biolégica y el efecto genotéxico observado sobre el ADN genédmico humano.

Medina, R. (2022) EL estudio se propuso en determinar el efecto genotdxico in vitro
del latex de Synadenium grantii Hook, sobre el ADN gendémico humano, ademas de
identificar los compuestos quimicos presentes. El Synadenium grantii Hook, conocido
como "planta de la vida", es un arbusto con diversas propiedades medicinales. Sus
tallos y hojas se utilizan en la elaboracion de remedios tradicionales. Las muestras se
recolectaron en el distrito de Ayacucho, provincia de Huamanga, region de Ayacucho,
entre abril y noviembre de 2020. Se obtuvo el latex del tallo de la planta y se realiz6 un
andlisis de su composicion quimica. Posteriormente, se evalu6 el efecto genotoxico
del latex a diferentes concentraciones, exponiéndolo al ADN gendmico humano. Se

utilizo la electroforesis en gel de agarosa con bromuro de etidio al 1% para determinar



el dafio genotodxico, visualizado bajo luz ultravioleta en un sistema de registrador de
imagenes Biometra UVsolo TS. El andlisis de la composicion quimica del latex reveld
la presencia de alcaloides, flavonoides, fenoles y/o taninos, y quinonas en cantidades
significativas (+++), mientras que las lactonas y/o cumarinas se detectaron en menor
cantidad (++). Los resultados mostraron que el latex de Synadenium grantii Hook, a
concentraciones del 5% fragmento6 entre un 5% y 40% del ADN, a una concentracion
del 10% fragmentd entre un 20% y 40% del ADN, con un 25% de latex fragmento entre
un 40% y 95% del ADN, mientras que a 50 % y 100 % de latex, fragmenté mas del
95% del ADN genoémico humano. Se concluyeron que el latex de Synadenium grantii

Hook presenta un efecto genotodxico in vitro sobre el ADN genémico humano.

Miranda et al. (2018) realizaron un estudio con el objetivo de evaluar la actividad
citotoxica del latex de Euphorbia laurifolia mediante el bioensayo de Artemia salina.
Para ello, se utilizaron concentraciones de 0, 31, 62, 125, 250, 500 y 1000 ppm del

extracto hexanico, con el fin de determinar su toxicidad en un modelo bioldgico in vitro.

Los resultados evidenciaron una actividad citotoxica significativa, obteniéndose una
concentracion letal media (CLso) de 214,50 ppm, lo que indica una toxicidad moderada
del extracto. Asimismo, el andlisis fitoquimico permitié identificar la presencia de
compuestos terpénicos, como borneol y cineol, asociados a la actividad biolégica
observada. En conclusion, el estudio demostré que el latex de Euphorbia laurifolia
presenta una importante actividad citotoxica dependiente de sus metabolitos

secundarios (Miranda et al., 2018).

2.2 Marco conceptual
2.2.1 Artocarpus altilis “pan del arbol”

2.2.1.1 Clasificacion Taxonémica
La identificacion de la muestra vegetal para trabajo de tesis, se realiz6 segun el sistema

de clasificacion de Cronquist A 1988 ha sido identificado por la Blga. AUCASIME, de
la Facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de

Huamanga.



Tabla 01: Clasificacién taxonémica de Artocarpus altilis “pan del arbol”

Divisibn  : Magnoliophyta
Clase . Magnoliopsida

Sub clase : Hamamelidae

Orden : Urticales
Familia :  Moraceae
Género  : Artucarpus
Especie : Altilis

Nombre cientifico: Artucarpus altilis
N.V:” pan de arbol”

Fuente: Constancia emitida por el Herbario Huamangensis.

2.2.1.2 Descripcion botanica de Artocarpus altilis (pan del arbol)

Artocarpus altilis, denominado cominmente pan de arbol, es una especie arbérea
tropical perteneciente a la familia Moraceae. Su origen se sitla en la regién del Indo-
Pacifico y actualmente se encuentra distribuida en diversas zonas tropicales debido a
su importancia alimenticia, medicinal y agroforestal (Ragone, 2006). Se caracteriza por

ser un arbol perenne de gran tamafio y rapido desarrollo vegetativo.

Esta especie puede alcanzar alturas entre 15y 25 metros, presentando un tronco recto,
grueso y resistente. La corteza posee una coloracion grisacea o parda y en ejemplares
adultos suele presentar fisuras superficiales. Una de las caracteristicas mas
representativas del pan de arbol es la presencia de abundante latex blanco lechoso en

todas sus partes vegetativas, especialmente en el tallo y las hojas (Morton, 1987).

Las hojas son alternas, grandes y profundamente divididas en I6bulos, pudiendo medir
entre 20 y 60 cm de longitud. Presentan textura coriacea, superficie brillante de color
verde intenso en el haz y tonalidades mas claras en el envés. Asimismo, poseen
nervaduras prominentes y una amplia superficie foliar que favorece la captacién de luz
para los procesos fotosintéticos. El grado de division de las hojas puede variar seguin

la variedad y la etapa de crecimiento de la planta (Ragone, 2006).

Las flores de Artocarpus altilis son unisexuales y se desarrollan en el mismo arbol,
condicion botanica conocida como monoica. Las inflorescencias masculinas tienen
forma cilindrica y alargada, mientras que las femeninas presentan forma redondeada

u oval. La polinizacién ocurre principalmente por accion del viento y algunos insectos.
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Después de la fecundacion, las flores femeninas se fusionan formando una
infrutescencia carnosa que origina el fruto caracteristico del pan de arbol (Sikarwar et
al., 2014).

El fruto es de tipo sincarpio y presenta forma redonda, ovalada o ligeramente alargada.
Externamente posee una superficie reticulada o cubierta de pequefias protuberancias.
Durante el proceso de maduracién cambia de color verde a amarillo verdoso. La pulpa
es rica en almidén y constituye una importante fuente alimenticia en muchas regiones

tropicales (Morton, 1987).

En cuanto a las semillas, las semillas poseen forma ovalada, color marrén y superficie
lisa, ademas de contener sustancias de reserva como carbohidratos y proteinas. Sin
embargo, gran parte de las variedades cultivadas comercialmente son
partenocarpicas, es decir, producen frutos carentes de semillas debido a procesos de

seleccién y domesticacion (Ragone, 2006).

El crecimiento de Artocarpus altilis es rapido cuando se desarrolla en ambientes
tropicales calidos y humedos. La especie requiere temperaturas elevadas, buena
disponibilidad de agua y suelos profundos con adecuado drenaje. Ademas, puede
propagarse mediante semillas, brotes radicales e injertos. Generalmente, la
produccion de frutos inicia entre los tres y cinco afios después de su establecimiento,
dependiendo de las condiciones ambientales y del método de propagacién empleado
(Sikarwar et al., 2014).

2.2.1.3 Usos tradicionales del latex de Artocarpus altilis (pan del arbol)

El latex de Artocarpus altilis (pan del arbol) ha sido empleado de manera tradicional en
diversas zonas tropicales, debido a la presencia de compuestos bioactivos como
fenoles, flavonoides, taninos, terpenos y quinonas. Estos metabolitos secundarios han
sido asociados con propiedades antimicrobianas, antiinflamatorias y cicatrizantes
(Sikarwar et al., 2014).

Uno de los usos etnomedicinales mas frecuentes consiste en la aplicacion directa del
latex fresco sobre heridas o lesiones cutaneas. Esta practica tradicional tiene como
finalidad acelerar la cicatrizacién y evitar infecciones, lo cual se relaciona con la
actividad astringente y antimicrobiana atribuida principalmente a los taninos y

compuestos fendlicos presentes en la planta (Morton, 1987).



De igual manera, el latex ha sido utilizado en el tratamiento de enfermedades de la piel
como infecciones, abscesos y erupciones dérmicas. Estas aplicaciones se
fundamentan en la capacidad de algunos metabolitos secundarios, como flavonoides
y quinonas, para inhibir el crecimiento microbiano y reducir procesos inflamatorios

locales (Sikarwar et al., 2014).

Asimismo, se le atribuyen propiedades antiinflamatorias, por lo que tradicionalmente
se utiliza de forma tépica para aliviar dolores musculares, inflamaciones articulares y
molestias provocadas por picaduras de insectos. Este efecto se asocia a la presencia
de terpenos y flavonoides, compuestos ampliamente reconocidos por su actividad

antiinflamatoria (Ragone, 2006).

Por otra parte, en algunas comunidades tropicales se ha utilizado el latex para el
tratamiento de trastornos gastrointestinales como la diarrea. Este efecto se relaciona
con la accion astringente de los taninos, los cuales contribuyen a disminuir secreciones

intestinales y controlar procesos infecciosos digestivos (Morton, 1987).

También existen reportes etnobotanicos que describen el uso del latex como
antiparasitario natural. Sin embargo, estas practicas tradicionales aun requieren

validacion cientifica para confirmar su eficacia y seguridad (Sikarwar et al., 2014).

Ademas, debido a su consistencia pegajosa, el latex ha sido aprovechado como
adhesivo natural e impermeabilizante en diversas actividades artesanales y

domésticas en comunidades del Pacifico (Ragone, 2006).

Finalmente, se ha documentado su uso en el tratamiento de afecciones bucales como
inflamacién de encias. Asimismo, Artocarpus altilis ha sido empleado tradicionalmente
para tratar enfermedades como diabetes, hipertensién y afecciones dermatolégicas,
utilizando diferentes partes de la planta, como hojas, raices y latex en forma de

infusiones o aplicaciones topicas (Ragone, 2006).

2.2.1.4 Actividad genotoéxico del latex de Artocarpus altilis “Pan de arbol “

El potencial efecto genotoxico del latex de Artocarpus altilis sobre el ADN de
Escherichia coli se asocia a la presencia de metabolitos secundarios como
compuestos fendlicos, flavonoides y quinonas. Estos compuestos pueden interactuar

con estructuras celulares y generar especies reactivas de oxigeno (ROS), provocando
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dafio oxidativo en el ADN bacteriano y alteraciones en su estabilidad genética (Cowan,
1999).

Los compuestos fendlicos pueden unirse a proteinas y acidos nucleicos, interfiriendo
en procesos esenciales como la replicacion, transcripcion y reparaciéon del ADN.
Ademads, las quinonas participan en reacciones redox que incrementan la produccion
de ROS, generando estrés oxidativo y dafio en el material genético de E. coli, lo que
puede resultar en inhibiciéon del crecimiento o muerte celular (Halliwell & Gutteridge,
2015).

Por otro lado, los flavonoides pueden afectar enzimas bacterianas clave y alterar la
permeabilidad de la membrana celular, debilitando la integridad del ADN vy dificultando
la supervivencia del microorganismo. Debido a estos mecanismos, los metabolitos
presentes en plantas medicinales como Artocarpus altilis han sido ampliamente
estudiados por su potencial actividad antimicrobiana y genotéxica frente a bacterias

como Escherichia coli (Cushnie & Lamb, 2011).

2.2.1.5 Composicién del latex de Artucarpus altilis “pan del arbol”

El latex de Artocarpus altilis, conocido como pan de arbol, es una secrecion vegetal de
apariencia lechosa que se origina en los tejidos laticiferos de la planta. Su composicion
guimica es altamente compleja, ya que incluye diversos metabolitos primarios y
secundarios que cumplen funciones de defensa frente a microorganismos, insectos y

dafios fisicos (Sikarwar et al., 2014).

Entre sus principales constituyentes destacan los compuestos fendlicos, los cuales se
caracterizan por su capacidad antioxidante y antimicrobiana. Estas sustancias
participan en la neutralizacion de radicales libres, protegiendo los tejidos vegetales del
estrés oxidativo y contribuyendo a la inhibicién del crecimiento de microorganismos

patégenos (Wang et al., 2007).

Asimismo, el latex contiene flavonoides, metabolitos secundarios que desempefian un
papel importante en la proteccion de la planta frente a factores ambientales y agentes
infecciosos. En especies del género Artocarpus se han identificado prenilflavonoides
con potencial relevancia farmacol6gica debido a sus propiedades biolégicas (Wang et
al., 2007).
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De igual forma, se encuentran presentes los taninos, compuestos fendélicos con
propiedades astringentes que pueden precipitar proteinas e inhibir el desarrollo de
bacterias y hongos. Estas caracteristicas explican su relacién con usos tradicionales
del latex en la proteccion de tejidos vegetales y en procesos de cicatrizacion (Sikarwar
et al., 2014).

También se ha reportado la presencia de quinonas, derivados de la oxidacion de
fenoles, los cuales presentan actividad antimicrobiana al interferir en procesos
metabolicos esenciales de diversos microorganismos, contribuyendo asi a los

mecanismos de defensa de la planta (Morton, 1987).

Por otro lado, el latex contiene terpenos y compuestos volatiles derivados del isopreno,
los cuales cumplen funciones defensivas frente a insectos y agentes externos, ademas

de presentar propiedades antioxidantes y antiinflamatorias (Ragone, 2006).

Finalmente, su composicion incluye también proteinas, enzimas, carbohidratos,
lipidos, gomas y resinas, los cuales participan en procesos de sellado de heridas,
cicatrizacién y proteccién estructural del tejido vegetal. Esta diversidad quimica explica
el interés cientifico por su potencial farmacoldgico y su uso tradicional en distintas

comunidades (Sikarwar et al., 2014).

2.2.2 Escherichia coli

2.2.2.1 Generalidades de Escherichia coli

Escherichia coli es una bacteria perteneciente a la familia Enterobacteriaceae y
constituye uno de los microorganismos mas estudiados en microbiologia debido a su
importancia médica, biotecnolégica y ambiental. Habitualmente forma parte del
microbiota intestinal de humanos y animales de sangre caliente, donde participa en
procesos fisiolégicos como la sintesis de ciertas vitaminas y el mantenimiento del
equilibrio microbiano intestinal. Sin embargo, algunas cepas poseen factores de
virulencia capaces de producir enfermedades gastrointestinales y extraintestinales
(Madigan et al., 2019).

2.2.2.2 Habitat
El habitat natural de Escherichia coli es el tracto gastrointestinal, especialmente el

intestino grueso de humanos y animales. Esta bacteria puede eliminarse a través de
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las heces y sobrevivir temporalmente en agua, suelo y alimentos contaminados.
Debido a esta caracteristica, se utiliza como indicador de contaminacién fecal en
estudios sanitarios y ambientales. Aunque la mayoria de las cepas son inofensivas,
ciertas variedades patdgenas pueden causar diarreas, infecciones urinarias,

septicemia y meningitis neonatal (Tortora, Funke, & Case, 2018).

La bacteria Escherichia coli habita principalmente en el intestino de humanos y
animales de sangre caliente, donde encuentra condiciones adecuadas de temperatura
y pH para su crecimiento y supervivencia. Esta bacteria es considerada mesobfila,
debido a que se desarrolla mejor a temperaturas moderadas, especialmente alrededor
de los 37 °C, que corresponde a la temperatura corporal humana. Sin embargo, puede
multiplicarse en un rango aproximado entre 20 °C y 45 °C. Cuando la temperatura
disminuye considerablemente o supera los limites tolerables, su crecimiento se reduce
0 puede detenerse por completo. Estas caracteristicas permiten que E. coli sobreviva
tanto en el organismo como en algunos ambientes externos contaminados, como agua

y alimentos (Madigan et al., 2018).

En relacion con el pH, Escherichia coli crece adecuadamente en medios con pH
cercano a la neutralidad, especialmente entre 6,5y 7,5. El ambiente intestinal ofrece
estas condiciones, favoreciendo su metabolismo y reproduccién. Aunque algunas
cepas pueden resistir medios ligeramente acidos, valores extremos de acidez o
alcalinidad afectan la estabilidad de sus enzimas y estructuras celulares, limitando su
desarrollo. La capacidad de adaptacion al pH también contribuye a que ciertas cepas
sobrevivan en alimentos contaminados y en el tracto digestivo humano (Tortora, Funke
y Case, 2017).

2.2.2.3 Morfologia

Morfolégicamente, Escherichia coli es un bacilo Gram negativo, de forma alargada y
tamarfio aproximado entre 1 y 3 um de longitud. Presenta pared celular compuesta por
una delgada capa de peptidoglicano y una membrana externa rica en lipopolisacaridos.
Generalmente es movil gracias a la presencia de flagelos peritricos, aunque algunas
cepas pueden carecer de ellos. Ademas, no forma esporas y puede desarrollar capsula
en determinadas condiciones, lo cual favorece su capacidad de adherencia y

proteccion frente al sistema inmunoldgico (Prescott, Harley, & Klein, 2020).
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2.2.2.4 Metabolismo

En relacion con su metabolismo, Escherichia coli es una bacteria anaerobia facultativa,
lo que significa que puede crecer tanto en presencia como en ausencia de oxigeno.
Obtiene energia principalmente mediante procesos de fermentacién y respiracion
celular. Tiene la capacidad de fermentar carbohidratos como la glucosa y la lactosa,
produciendo acido y gas como productos metabdlicos. Esta caracteristica es utilizada
frecuentemente en pruebas bioquimicas para su identificacion en laboratorio

microbiologico (Murray, Rosenthal, & Pfaller, 2021).

2.2.2.5 Escherichia coli ATCC 13706

Escherichia coli ATCC 13706, también denominada cepa C, es una bacteria Gram
negativa perteneciente a la familia Enterobacteriaceae que se utiliza frecuentemente
como microorganismo de referencia en investigaciones microbiol6gicas. Esta cepa es
considerada no patégena debido a que carece de los principales factores de virulencia
presentes en cepas asociadas a enfermedades humanas, por lo que constituye un
modelo seguro y confiable para estudios de microbiologia, biologia molecular y control
de calidad microbiolégica (American Type Culture Collection [ATCC], 2025).

Una de las aplicaciones mas importantes de E. coli ATCC 13706 es su empleo como
hospedador para la propagacion y deteccion de bacteri6fagos. Su susceptibilidad a
diversos colifagos permite su utilizacién en investigaciones de virologia bacteriana y
en procedimientos destinados a la identificacion de virus bacterianos en muestras
ambientales. Asimismo, es utilizada como organismo de control en analisis
microbiol6gicos del agua relacionados con la detecciobn de indicadores de
contaminacion fecal (ATCC, 2025).

Ademds, esta cepa es empleada en la evaluacion de materiales con actividad
antimicrobiana, incluyendo polimeros y biomateriales destinados a aplicaciones
sanitarias y alimentarias. Su estabilidad genética y facilidad de cultivo permiten obtener
resultados reproducibles, razén por la cual es ampliamente utilizada en investigaciones
de bacteriologia, seguridad alimentaria, salud publica y microbiologia ambiental
(ATCC, 2025).

Debido a que no presenta caracteristicas patdgenas, E. coli ATCC 13706 puede

manipularse bajo condiciones de bioseguridad menos restrictivas que las requeridas
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para cepas enteropatégenas o enterohemorragicas. Esta propiedad favorece su uso
en estudios destinados a evaluar el efecto de extractos vegetales, compuestos
naturales y sustancias quimicas sobre la viabilidad bacteriana y la integridad del ADN
(ATCC, 2025).

2.2.2.6 Patogenecidad de Escherichia coli

La patogenicidad de Escherichia coli se relaciona con la capacidad que tienen algunas
cepas para producir enfermedad mediante mecanismos de adhesion, invasion y
produccién de toxinas. Aunque muchas cepas forman parte del microbiota normal del
intestino humano, existen variedades patégenas que pueden causar infecciones
gastrointestinales y extraintestinales, afectando distintos 6rganos y sistemas del
cuerpo (Tortora, Funke y Case, 2017).

Las cepas gastrointestinales de E. coli son responsables de enfermedades entéricas
transmitidas principalmente por agua o alimentos contaminados. Estas bacterias
poseen factores de virulencia que les permiten adherirse al epitelio intestinal, alterar la
absorcion normal y producir toxinas que generan diarrea, inflamacion y dafio celular.
Entre las méas importantes se encuentran las enterotoxigénicas (ETEC),
enteropatdgenas (EPEC), enterohemorragicas (EHEC), enteroinvasivas (EIEC) y
enteroagregativas (EAEC). Por ejemplo, las cepas EHEC producen toxina Shiga, la
cual puede provocar colitis hemorragica y complicaciones graves como el sindrome
urémico hemolitico. Estas infecciones son mas frecuentes en nifios, adultos mayores

y personas inmunodeprimidas (Murray, Rosenthal y Pfaller, 2021).

Las cepas extraintestinales tienen la capacidad de salir del tracto intestinal y producir
infecciones en otras partes del organismo. Estas cepas son conocidas como EXPEC y
poseen estructuras especializadas, como fimbrias, capsulas y sideréforos, que facilitan
la colonizacién y evasion del sistema inmunol6gico. Las infecciones mas comunes
incluyen infecciones urinarias, septicemia, meningitis neonatal y neumonias. En las
infecciones urinarias, E. coli puede adherirse al epitelio del tracto urinario mediante
fimbrias tipo P, favoreciendo la invasion y multiplicacién bacteriana. Asimismo, algunas
cepas pueden ingresar al torrente sanguineo y diseminarse hacia otros 6érganos,

ocasionando cuadros sistémicos graves (Madigan et al., 2018).

Principales cepas patdgenas de E. coli. Entre ellas se encuentra la E. coli

enteropatdgena (EPEC), considerada una importante causa de diarrea infantil debido
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a su capacidad para adherirse a las células intestinales y alterar la estructura de las
microvellosidades. Asimismo, la E. coli enterotoxigénica (ETEC) produce
enterotoxinas responsables de la diarrea del viajero, mientras que la E. coli
enteroinvasiva (EIEC) invade las células epiteliales intestinales provocando

inflamacién y dafio tisular (Croxen et al., 2013).

Por otro lado, la E. coli productora de toxina Shiga (STEC o EHEC) sintetiza toxinas
capaces de causar colitis hemorragica y sindrome urémico hemolitico, destacando la
cepa 0157:H7 como una de las mas virulentas. De igual manera, la E. coli
enteroagregativa (EAEC) se asocia con diarreas persistentes debido a su capacidad
de agregarse sobre la mucosa intestinal, mientras que la E. coli de adherencia difusa
(DAEC) ha sido relacionada con episodios diarreicos principalmente en nifios (Kaper
et al., 2004; Croxen et al., 2013).

La diversidad de mecanismos patogénicos de Escherichia coli explica por qué esta
bacteria es uno de los microorganismos mas estudiados en microbiologia médica. Su
capacidad de adaptacion y variabilidad genética permite el desarrollo de cepas con
distintos niveles de virulencia y resistencia antimicrobiana, representando un

importante problema de salud publica a nivel mundial (Brooks et al., 2019).

2.2.3 Estructura del ADN bacteriano

El ADN bacteriano es una macromolécula formada por dos cadenas complementarias
de nucledtidos dispuestas en una doble hélice. Cada nucleétido esta constituido por
una molécula de desoxirribosa, un grupo fosfato y una base nitrogenada (adenina,
timina, citosina o guanina). La secuencia de estas bases almacena la informacién
genética que dirige los procesos celulares y permite la transmisién hereditaria de las
caracteristicas bacterianas. En la mayoria de las bacterias, el ADN se organiza en un
Gnico cromosoma circular de doble cadena que contiene los genes esenciales para el

funcionamiento de la célula (Prescott et al., 2020).

Este cromosoma se encuentra localizado en una region especializada del citoplasma
denominada nucleoide, la cual no esta rodeada por una membrana nuclear. Debido a
gue el ADN es mucho mas largo que la célula bacteriana, se mantiene compactado
mediante superenrollamiento y proteinas asociadas que facilitan su organizacion y

estabilidad. Ademas del cromosoma principal, algunas bacterias poseen plasmidos,
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gue son moléculas extracromosomicas de ADN capaces de replicarse
independientemente y aportar caracteristicas adaptativas adicionales (Prescott et al.,
2020).

2.2.3.1 Acidos nucleicos
Los acidos nucleicos son biomoléculas esenciales compuestas por unidades llamadas

nucleotidos, cuya funcién principal es almacenar, conservar y transmitir la informacion
genética de los organismos vivos. Estas unidades se enlazan mediante enlaces
fosfodiéster, formando cadenas largas que constituyen la base estructural del material

genético (Berg et al., 2002).

2.2.3.2 Acido desoxirribonucleico (ADN)
El ADN es la molécula encargada de contener la informacién genética en los seres

vivos. Esta formado por dos cadenas antiparalelas que adoptan una estructura de
doble hélice, estabilizada por el apareamiento especifico de bases nitrogenadas:
adenina con timina y guanina con citosina, lo que permite la estabilidad y replicacion

fiel del material genético (Watson et al., 2013).

Cada nucleétido del ADN esta constituido por un grupo fosfato, una desoxirribosa y
una base nitrogenada. Las bases se clasifican en purinas (adenina y guanina) y
pirimidinas (citosina y timina). La complementariedad entre bases permite que la
informacion de una cadena determine la de su cadena complementaria, asegurando

la transmisién genética durante la division celular (Berg et al., 2002).

2.2.4 Toxicidad y genotoxicidad

2.2.4.1 Toxicidad
La toxicidad se refiere a la capacidad de una sustancia para producir efectos dafinos

en un organismo vivo tras su exposicion. Cualquier compuesto, ya sea de origen
natural o sintético, puede considerarse toxico si genera alteraciones perjudiciales en
los seres vivos ( Klaassen, C. D. (Ed.). 2018).

2.2.4.2 Genotoxicidad

La genotoxicidad se refiere a la capacidad de determinados agentes fisicos, quimicos
o bioldgicos para inducir alteraciones en el material genético de las células. Este dafio
no solo afecta al ADN, sino también a otros componentes celulares que participan en

la organizacién y funcionamiento de los cromosomas. Entre ellos se encuentran las
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proteinas involucradas en los mecanismos de reparacion, asi como en los procesos
de condensacion y descondensacion del ADN, ademas de estructuras como el huso
mitotico, encargado de asegurar la correcta segregacion cromosomica durante la
divisién celular. Las consecuencias de estas alteraciones pueden manifestarse en
forma de mutaciones o procesos carcinogénicos (Klaunig & Kamendulis, 2004; OECD,
2016).

Los agentes capaces de generar dafio genético, conocidos como genotdxicos o
xenobidticos, se clasifican segln su origen en tres grupos principales: quimicos, fisicos
y biolégicos. Los agentes quimicos comprenden diversas sustancias que interactdan
con el ADN; los fisicos incluyen diferentes tipos de radiacion; y los bioldgicos abarcan
microorganismos como bacterias, hongos, parasitos y virus. La magnitud del dafio
inducido por estos agentes depende de factores como la dosis, el tiempo y la via de

exposicion, asi como de la susceptibilidad genética individual (Plewa & Wagner, 2015)

Las pruebas genotdxicas, tanto in vitro como in vivo, permiten identificar sustancias
capaces de inducir dafio genético antes de su exposicion en humanos (Montes et al.,
2017).

2.2.4.3 Mecanismo de genotoxicidad

Los agentes genotéxicos pueden actuar directamente sobre el ADN o interferir en su
replicacién, generando mutaciones. Estas pueden producirse por sustituciones de
bases, alteraciones quimicas, inserciones o deleciones. Ademas, pueden causar

aberraciones cromosémicas y alterar el nUmero de cromosomas (Bello & Lépez, 2001).

Dependiendo del dafio, la célula puede reparar el ADN, sufrir apoptosis o transmitir la
mutacion. Algunos compuestos genotéxicos actlan como iniciadores del cancer al
generar mutaciones irreversibles (Bello Gutiérrez, J., & Lépez de Cerain Salsamendi,
A. 2001).

2.2.5 Evaluacién genotoxica

La genética toxicolégica estudia los efectos de los agentes genotdxicos o0 mutagénicos
sobre el ADN y sus implicancias en la salud humana. Estas alteraciones pueden
manifestarse como mutaciones génicas, aberraciones cromosomicas o dafio
estructural del material genético, lo cual puede comprometer la estabilidad gendémica
de las células (Chatterjee & Walker, 2017).
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La evaluacion genotoxica se lleva a cabo mediante una serie de ensayos
experimentales que incluyen métodos in vitro e in vivo, dependiendo del objetivo del
estudio. Entre las técnicas mas empleadas se encuentran el ensayo de microntcleos,
el andlisis de aberraciones cromosémicas y el ensayo cometa, los cuales permiten
detectar distintos tipos de dafio en el ADN con alta sensibilidad (Turkez et al., 2017,
Ladeira & Smajdova, 2017).

2.2.6 Espectrofotometria
La espectrofotometria es una técnica utilizada para cuantificar acidos nucleicos

mediante la absorcién de luz ultravioleta, principalmente a 260 nm, longitud de onda
caracteristica del ADN. Una absorbancia de 1 a esta longitud equivale
aproximadamente a 50 pug/mL de ADN de doble cadena, lo que permite estimar su

concentracion de forma directa. (Sambrook & Russell, 2001).

Ademads, las proteinas absorben luz a 280 nm debido a aminoéacidos arométicos como
el triptéfano. La relacion entre las absorbancias 260/280 nm se emplea como indicador
de pureza del ADN, considerandose valores entre 1,8 y 2,0 como adecuados para

analisis moleculares (Sambrook & Russell, 2001).

2.2.7 Electroforesis en gel de agarosa
La electroforesis es una técnica analitica utilizada para separar moléculas cargadas

mediante la aplicacion de un campo eléctrico. En este proceso, las moléculas migran
a través de una matriz porosa, y su velocidad de desplazamiento depende
principalmente de su tamafo, forma y carga neta. Bajo condiciones similares, las
moléculas con mayor carga eléctrica tienden a desplazarse con mayor rapidez hacia

el electrodo de carga opuesta (Nelson & Cox, 2017).

En el caso del ADN, este puede fragmentarse en diferentes tamafos mediante el uso
de enzimas de restriccion. Posteriormente, estos fragmentos se separan mediante
electroforesis en gel, utilizando matrices como agarosa o poliacrilamida. Al aplicar un
campo eléctrico, los fragmentos de ADN migran a través del gel de manera
inversamente proporcional a su tamafio, formando bandas caracteristicas. Los
fragmentos mas pequefios recorren mayores distancias y su tamafio se determina

mediante comparacion con marcadores de peso molecular conocidos (Brown, 2016).
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Esta técnica permite evaluar la integridad, calidad y cantidad del ADN, ademas de
identificar posibles procesos de degradacion. Su fundamento se basa en la migracion
diferencial de macromoléculas cargadas dentro de una matriz porosa, donde los
aniones migran hacia el anodo y los cationes hacia el catodo, dependiendo de sus

propiedades electroforéticas (Sambrook & Russell, 2001).

Ademdas de los acidos nucleicos, las proteinas también pueden analizarse mediante
electroforesis debido a sus caracteristicas de carga y solubilidad. El procedimiento
consiste en colocar las muestras en un gel soporte y someterlas a un campo eléctrico
durante un tiempo determinado. La separacion depende principalmente del tamafio
molecular y la carga de cada molécula, y posteriormente las bandas se visualizan

mediante tincién especifica (Lodish et al., 2016).

Los acidos nucleicos presentan carga negativa debido a los grupos fosfato de su
estructura, lo que permite su migracién hacia el polo positivo durante la electroforesis.
El gel se mantiene en una solucién tampdn, cominmente tris-borato, que garantiza
condiciones adecuadas de migracion. Para la visualizacion de los fragmentos se
utilizan colorantes fluorescentes como el bromuro de etidio, el cual permite la deteccion
bajo luz ultravioleta, aungque su uso requiere precaucién por su potencial toxicidad
(Green & Sambrook, 2012).

Finalmente, la electroforesis en gel es una técnica fundamental en biologia molecular,
utilizada para la deteccion, cuantificacion, purificacion y andlisis de ADN y ARN. Su
mecanismo de separacion se basa en la migracion electroforética y el efecto de
tamizado del gel, siendo la agarosa y la poliacrilamida los soportes mas empleados en

laboratorio (Brown, 2016).

2.2.8 Evaluacion de la genotoxicidad in vitro (Método Tomasevich)
La evaluacién de la genotoxicidad in vitro permite analizar el impacto de extractos de

origen vegetal sobre la estabilidad e integridad del ADN (Miranda, 2014).

Para ello, se seleccionan distintas partes de la planta, como hojas, tallos, flores, frutos
o semillas, a partir de las cuales se obtienen extractos utilizando solventes adecuados,
tales como agua o soluciones hidroalcohdlicas. En el caso del latex, este se recolecta
directamente del tejido vegetal. Seguidamente, se preparan distintas concentraciones

del extracto o del latex en evaluacién (Miranda, 2014).

19



El ADN gendmico utilizado debe encontrarse previamente purificado y en condiciones

estructuralmente integras para asegurar la validez del ensayo (Miranda, 2014).

El procedimiento experimental consiste en incubar el ADN con las diferentes
concentraciones del extracto bajo condiciones controladas, incorporando controles
negativos que permitan validar los resultados. Posteriormente, las muestras son
sometidas a electroforesis en gel de agarosa con bromuro de etidio y observadas bajo
luz ultravioleta. El grado de fragmentacién observado en el ADN permite estimar el
potencial genotdxico del extracto analizado, lo que convierte a esta metodologia en
una herramienta atil y ampliamente empleada en la evaluacion de compuestos de

origen natural (Miranda, 2014).

2.2.9 Ensayo cometa (EC)

El ensayo cometa, también denominado electroforesis unicelular alcalina, es una
técnica sensible, rapida y visual que permite detectar dafios en el ADN a nivel celular.
Este método evalla la migracién del ADN fragmentado, generando una imagen similar
a un cometa, donde la “cabeza” corresponde al ADN intacto y la “cola” al ADN dafiado
(Singh et al., 1988).

2.2.9.1 Ventajas

Entre sus principales ventajas se encuentra su alta sensibilidad, la posibilidad de
analizar células individuales y la capacidad de detectar dafio en células no
proliferativas. Ademas, requiere una baja cantidad de muestra y permite obtener

resultados en un corto tiempo (Collins, 2004).

2.2.9.2 Desventajas

No obstante, presenta limitaciones relacionadas con la falta de estandarizacion en los
protocolos y la alta susceptibilidad a variaciones experimentales, como cambios en pH,
temperatura o concentracion de reactivos, lo cual puede afectar la reproducibilidad de
los resultados (Olive & Banéath, 2006).

2.2.10 Actividad antimicrobiana

El uso de sustancias quimicas para el tratamiento de enfermedades infecciosas se
remonta al siglo XVIIl. Posteriormente, Paul Ehrlich estableci6 el concepto de toxicidad
selectiva, sentando las bases para el desarrollo de agentes antimicrobianos. Con el

tiempo, se descubrieron compuestos como las sulfonamidas y antibioticos de origen
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natural, entre ellos la penicilina, estreptomicina y tetraciclina, muchos de los cuales

han sido modificados sintéticamente para mejorar su eficacia (Madigan et al., 2018).

Los antimicrobianos ejercen su accion a través de diversos mecanismos, como la
inhibicion de la sintesis de la pared celular, la alteracion de la membrana celular, la

interferencia en la sintesis proteica y la inhibicion de la replicacion de &cidos nucleicos.
Estos compuestos pueden actuar de manera:

e Microbicida, eliminando directamente a los microorganismos (bactericidas o

fungicidas).

e Microbiostatica, inhibiendo su crecimiento sin destruirlos (bacteriostaticos o

fungistaticos) (Madigan et al., 2018).
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lIl. MATERIALES Y METODOS

3.1 Lugar de ejecucion

El estudio se llevo a cabo en el Laboratorio del Centro de Investigacion en Biologia
Molecular y Bioinformética de la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad
Nacional de San Cristobal de Huamanga.

3.2 Poblacién y muestra

3.2.1. Poblacion.
La poblacion estuvo conformada por ejemplares de Artocarpus altilis (pan del arbol),
distribuidos en el distrito de Pichari, provincia La Convencién, departamento de Cusco.

3.2.2. Muestra
La muestra estuvo constituida por un espécimen de Artocarpus altilis que presentd

condiciones fenotipicas adecuadas y saludables.

3.2.3. Muestreo
Se empled un muestreo por conveniencia para la identificacion de un espécimen sano
de Artocarpus altilis en el distrito de Pichari, provincia de La Convencidn, departamento

de Cusco, del cual se obtuvo latex como muestra biolégica.

3.3 Unidad experimental
La unidad experimental estuvo representada por ADN gendmico de Escherichia coli,

empleado a una concentracién de 1500 mg/mL en cada ensayo experimental.
3.4 Metodologiay recoleccion de datos

3.4.1. Recoleccién de la muestra

La muestra fue recolectada por conveniencia, identificando un espécimen sano de
Artocarpus altilis “pan del arbol” en el distrito de Pichari, provincia de La Convencién,
departamento de Cusco, se seleccioné en buen estado de conservaciéon. La
recoleccion se realiz6 durante las primeras horas del dia; posteriormente, el material

vegetal fue limpiado, acondicionado y transportado a los laboratorios correspondientes
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para su procesamiento. Una parte de la muestra fue destinada a la identificacion
boténica, la cual fue realizada por especialistas del Herbario Huamangensis de la
Facultad de Ciencias Biol6gicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de

Huamanga.

3.4.2. Obtencion de la muestra de latex de Artocarpus altilis

El latex se obtuvo mediante la realizacién de incisiones superficiales en el tallo y en la
vaina foliar de la planta. La recoleccion se realiz6 utilizando una micropipeta de 10 pL,
depositando el latex en tubos Eppendorf estériles de 200 pL, previamente
acondicionados con volumenes especificos de ADN y agua bidestilada, de acuerdo
con las concentraciones establecidas para cada ensayo. (Miranda, L., & Valer, A.
2013):

3.4.3 Cultivo de Escherichia coli y extraccién de ADN gendémico

La cepa de Escherichia coli fue reactivada y cultivada en caldo y agar Mueller Hinton,
con la finalidad de obtener biomasa bacteriana suficiente para la extraccién de ADN
gendmico. El procedimiento se realiz6 siguiendo el protocolo descrito por (Miranda, L.,
& Valer, A. 2013):

1. Se afadieron 400 pL de buffer TE 1X en un tubo Eppendorf de 2 mL, al cual se
incorporaron aproximadamente 100 mg de biomasa bacteriana procedente de
un cultivo joven de Escherichia coli. Posteriormente, la suspension fue

sometida a inactivacion térmica a 85 °C durante 25 minutos.

2. Se agregaron 60 pL de lisozima (10 mg/mL) y se incub6 a 37 °C durante 2

horas en bafio Maria.

3. Se afiadi6é una mezcla de SDS al 10% (75 pL) y proteinasa K (5 pL; 10 mg/mL),

seguida de incubacién a 65 °C durante 15 minutos.

4. Se incorporaron 100 pL de NaCl 5 My 5 pL de CTAB (bromuro de N-cetil-

N,N,N-trimetilamonio), y se incub6 nuevamente a 65 °C por 15 minutos.

5. Se adicionaron 750 puL de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1), se homogeniz6
la mezcla mediante agitacién suave durante 5 minutos y se centrifugé a 14 000

rpm durante 15 minutos.

6. El sobrenadante obtenido se transfiri6 cuidadosamente a un nuevo tubo

Eppendorf.
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10.

11.

Se afiadieron 600 pL de isopropanol al 100% previamente enfriado, seguido de
incubacién a —20 °C durante una noche.

La muestra fue centrifugada a 14 000 rpm durante 15 minutos, lo cual se
descarto el sobrenadante.

El precipitado fue lavado con 1 mL de etanol al 70% y centrifugado a 14 000

rpm durante 10 minutos.

Se eliminé el sobrenadante y el sedimento fue rehidratado con 50 uL de agua

bidestilada estéril.

Se afiadié 1 pL de ARNasa (20 mg/uL) y se incub6 a 37 °C durante 1 hora.

Finalmente, el ADN extraido se conservo a —20 °C hasta su posterior analisis.
(Miranda, L., & Valer, A. 2013)

3.4.4 Preparacion y cuantificacién del ADN

3.4.4.1 cuantificacién de ADN por espectrofotometria.
Procedimiento:

1.

Se homogenizd lentamente la muestra de DNA aspirando y devolviendo la
muestra en el mismo tubo Eppendorf con una micropipeta de 100 pL, repetir el
procedimiento por diez veces.

Se preparé el espectrofotbmetro UV marca Eppendorf Bio Photometer Plus,
con la opcién de cuantificar el DNA.

Para limpiar la superficie del adaptador del espectrofotémetro se deposité 2 pL
de agua bidestilada estéril y se absorbié el agua utilizando papel “tissue”, para

una mejor limpieza, se repitié dos veces.

. Nuevamente se depositd 2 pL de agua bidestilada estéril sobre la superficie del

adaptador, se coloco la tapa de factor 50 — Lp 0,2 mm y se presioné la opcion
BLANK para calibrar y obtener “cero de Absorbancia” (0.000 A°).

Se absorbio el agua utilizando papel “tissue” se limpié, luego se deposit6é 2 uL
de la muestra de DNA, se colocé la tapa y presionamos la opcién SAMPLE para
ver el resultado de la cuantificacion y pureza de DNA en la pantalla del equipo;
igualmente se absorbid la muestra con papel “tissue”.

Se repitid los pasos 4 y 5 para la cuantificacién de cada muestra de DNA.
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7. Terminada la cuantificacion de DNA, se deposité 2 uL de agua bidestilada
estéril en el adaptador, se secé con papel “tissue” y se apagd el equipo.
(Miranda, L., & Valer, A. 2013)

3.4.4.2 Fase de electroforesis
El DNA obtenido, puede ser visualizado por electroforesis, realizando los siguientes

pasos:

1. A partir de la muestra de DNA, se procedi6 a preparar volimenes de carga para
electroforesis en gel de agarosa al 1%.

2. Se carg6 todo el contenido de las mezclas a cada uno de los pocillos del gel de
agarosa al 1%, en sus respectivos carriles.

3. Luego se instal6 la camara de electroforesis a la fuente de poder y se dejé correr

a 30 voltios por tres horas.

Se colored el gel de agarosa con bromuro de etidio al 1% por 15 minutos y dos
enjuagues suaves con agua corriente, luego se visualizé por radiaciéon en UV en el
sistema de registrador, se tomaron fotografias con una camara digital Canon 20x de
12,1 mega pixeles full HD, sobre un transiluminador UV marca Ultra Lum; para
visualizar las bandas de DNA a diferentes concentraciones. (Miranda, L., & Valer, A.
2013)

3.4.5 Ensayos de genotoxicidad in vitro
Los ensayos se realizaron siguiendo el procedimiento descrito por (Miranda, L., &

Valer, A. 2013): dividiéndose en las siguientes etapas:

3.4.5.1 Fase |: Preparacion y cuantificacion del ADN de Escherichia coli:

El ADN gendmico aislado de Escherichia coli se medi6 mediante espectrofotometria
UV usando un Eppendorf BioPhotometer Plus. Posteriormente, se elabor6 un stock a
una concentracion de 1 500 ng/uL con un volumen final de 20uL, destinado a los

diferentes ensayos experimentales. (Miranda, L., & Valer, A. 2013)
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3.4.5.2 Fase Il: Ensayo de genotoxicidad in vitro del latex de Artocarpus altilis
sobre el ADN de Escherichia coli
Se prepararon diluciones del latex de Artocarpus altilis en concentraciones de

1%,2.5%, 5%, 10%, 25%, 50% y 100%, empleando agua bidestilada estéril como

disolvente.

Para los controles del experimento se consideraron:

e Blanco: 20 uL de latex al 100%.

e Control: 20 pL de ADN de E. coli.

e Control de actividad enzimatica PK de 3ul (descartar nucleasas): 14 uL de

ADN mas 6 pL de latex al 100%.

Las mezclas fueron preparadas bajo condiciones estériles y ajustadas para permitir la
evaluacién de la genotoxicidad in vitro conforme al disefio experimental. (Miranda, L.,
& Valer, A. 2013):

Tabla 02: Preparacion de las mezclas para ensayo de genotoxicidad in vitro del
latex obtenido de Artocarpus altilis “pan del arbol”,frente al ADN genémico de
Escherichia coli.

Condiciones Soluciones para prueba de genotoxicidad
in vitro

N° de tubo 1 2 314 |5]|6 7 B C C/PK
Stock de ADN (1500 mg/mL) |14 | 14 | 14 |14 | 14 | 14 14 - 20 14
Volumen en pL
Latex Concentracién 11255 |10|25|50| 100 | 100 - 100

(%)

Volumen

(W) 6|6 |6|6|6|6]| 6 | 20| - 6
Enzima PK 3 (uL) - - - - - - - - - 3
Volumen total (uL) 20120 |20 20|20 20| 20 20 20 23
Incubacién en bafio Maria a 37°C
1 hora

Se realiz6 cuatro repeticiones de las pruebas de genotoxicidad in vitro, del latex de la

planta medicinal en estudio. (Miranda, L., & Valer, A. 2013)
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3.4.5.3 Fase llII: electroforesis parala deteccidén de genotoxicidad

Se preparé el gel de agarosa al 1% y se coloco en una camara de electroforesis. Para
el volumen de carga en gel de agarosa, de los productos de la reaccion de
genotoxicidad, se utilizd las siguientes cantidades: 2uL de loading (colorante
sefializador de migracién de las bandas), 8 pL de la solucién para la prueba de
genotoxicidad in vitro, con volumen final de 10 pL; se mezclé y se cargd en el
respectivo pozo del gel de agarosa para electroforesis, a 30 voltios (V) por 3 horas.
(Miranda, L., & Valer, A. 2013)

3.4.5.4 Fase IV: Radiacion UV para la visualizacién de genotoxicidad
Luego del tiempo de corrido electroforético, se sumergio el gel de agarosa en una

solucion de bromuro de etidio al 1% durante 15 minutos aproximadamente y se
enjuago con abundante agua corriente y se hard la lectura por radiacion en UV en el
sistema de registrador de imagenes marca Biometra UV solo TS, adicionalmente se
tom¢ fotografias con una cdmara digital Canon 20x de 12,1 mega pixeles full HD, sobre
un transiluminador UV marca Ultra Lum; para visualizar los fragmentos del ADN
producto de la digestion. (Sambrook, J., & Russell, D. W. 2001).

3.4.5.5 Fase V: Interpretacién y clasificacion del registro visual de
genotoxicidad
La escala de los valores numéricos correspondientes a los niveles de fragmentacion

del ADN como producto de la genotoxicidad, serdn visualizados en el registro
fotografico, luego seran designados en base a la clasificacion del “ensayo cometa”

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

Tabla 3. Valoracion numérica de la genotoxicidad, segun fragmentacion del ADN

por registro visual.
CLASE GENOTOXICIDAD

0 fragmentacion de ADN < 5%

1 fragmentacion de ADN entre 5 a 20%
2 fragmentacion de ADN entre 20 a 40%
3 fragmentacion de ADN entre 40 a 95%
4 fragmentacion de ADN > 95%

Fuente: Larrea Poma M., 2007
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3.4.5.6 Fase VI: Analisis de datos estadisticos

Los datos obtenidos fueron organizados y presentados en tablas, figuras y registros
fotograficos, con la finalidad de facilitar la interpretacién de los resultados hallados
durante la investigacion. Para evaluar el dafio genotéxico producido por el latex de
Artocarpus altilis frente al ADN de Escherichia coli, se utilizé el programa estadistico
SPSS, ampliamente empleado en investigaciones biomédicas y experimentales para
el andlisis de datos cuantitativos (Herndndez-Sampieri & Mendoza, 2018).

Asimismo, se aplicé la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, debido a que esta
permite comparar mas de dos muestras independientes cuando los datos no presentan
distribucion normal. Esta prueba fue empleada para determinar diferencias en el
porcentaje de fragmentacion del ADN entre las distintas concentraciones del latex
evaluadas en el estudio (Siegel & Castellan, 2009).

Se considerd un nivel de significancia estadistica de p < 0,05, criterio utilizado para
establecer la existencia de diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
experimentales (Hernandez-Sampieri & Mendoza, 2018). Para el analisis estadistico

se plantearon las siguientes hipétesis:

e HO (hip6tesis nula): El latex de Artocarpus altilis no presenta efecto
genotdxico sobre el ADN de Escherichia coli.
e Hi (hipotesis alterna): El latex de Artocarpus altilis presenta efecto genotéxico

sobre el ADN de Escherichia coli.
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IV. RESULTADO

Tabla 4. Resultados del tamizaje fitoquimico del latex de Artocarpus altilis "pan del

arbol"

Metabolitos secundarios Ensayo fitoguimico Resultado
Alcaloides Dragendorff +
Flavonoides Shinoda ++
Taninos Cloruro férrico ++
Saponinas Prueba de espuma +++
Fenoles Cloruro férrico ++
Triterpenos Liebermann-Burchard +++
Esteroides Liebermann-Burchard ++
Quinonas Borntrager +
Cumarinas Fluorescencia UV +
Glucésidos Keller-Killiani +
Resinas Precipitacién con agua +++
Aminoacidos libres Ninhidrina +
Antocianinas Cambio de pH -

Leyenda:

>
>
>
>

(+++) Presencia abundante
(++) Presencia moderada
(+) Presencia escasa

(-) Ausencia
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Figura 1: Electroforesis en gel de agarosa al 1% del ADN gendmico de Escherichia
coli, utilizado en el ensayo de genotoxicidad in vitro del latex de Artocarpus altilis (pan
del &rbol).

Leyenda:

MM: marcador molecular de ADN.

Carriles 1-7: muestras de ADN gendmico de Escherichia coli. Se observa una banda
Unica de alto peso molecular cercana a los pocillos, caracteristica de ADN genémico
integro y sin evidencia de fragmentacion significativa.
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Figura 02: Genotoxicidad in vitro de latex de Artocarpus altilis “pan del arbol” a
diferentes concentraciones, frente al ADN gendmico de Escherichia coli durante 1
hora de incubacion a 37°C.

Leyenda:

MM: Marcador de tamafio molecular de 1kb
Carril 1: Con 1.0 % de latex.

Carril 2: Con 2.5 % de latex.

Carril 3: Con 5.0 % de latex.

Carril 4: Con 10.0% de latex.

Carril 5: Con 25.0% de latex.

Carril 6: Con 50.0 % de latex.

Carril 7: Con 100.0 % de latex.

Carril 8: ADN + Proteinasa K + latex.
Carril 9: Control (ADN gen6mico)

Volumen de carga:

Muestra (8uL) + colorante (1 pL) + agua bidestilada estéril (1uL) = 10 pL. Condiciones
de electroforesis: 30 voltios por tres horas.

Coloracién de ADN: Bromuro de etidio al 1% por 15 minutos.
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Figura 03: Genotoxicidad in vitro de latex de Artocarpus altilis “pan del arbol” a
diferentes concentraciones, frente al ADN genémico de Escherichia coli durante 1

hora de incubacion a 37°C.

Leyenda:

MM: Marcador de tamafio molecular de 1kb
Carril 1: Con 5.0 % de latex.

Carril 2: Con 10.0 % de latex.

Carril 3: Con 25.0 % de latex.

Carril 4: Con 50.0 % de latex.

Carril 5: Con 100.0 % de latex.

Carril 6: Blanco.

Carril 7: ADN + Proteinasa K + latex.

Carril 8: Control (ADN gen6émico)

Volumen de carga:

Muestra (8uL) + colorante (1 pL) + agua bidestilada estéril (1uL) = 10 pL. Condiciones
de electroforesis: 30 voltios por tres horas.

Coloracién de ADN: Bromuro de etidio al 1% por 15 minutos.
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Tabla 05: Valores numéricos del ensayo genotéxico in vitro del latex de Artocarpus
altilis “pan del arbol”, a concentraciones de 1, 2.5, 5, 10, 25, 50 y 100 % frente al ADN
gendmico de Escherichia coli, incubado a 37 °C durante una hora.

Condiciones de la Artocarpus altilis “pan de arbol”
incubacion Latex
Temperatura | Tiempo Concentracion en %

°C Hora 1 25 5 10 25 50 100
0 2 3 4 4 4 4
1 1 3 4 4 4 4

37 1
0 2 3 4 4 4 4
1 1 3 4 4 4 4

Leyenda:

0 = Fragmentacion de ADN < 5 % (sin efecto genotdxico observable).

1 = Fragmentacién de ADN entre 5y 20 % (genotoxicidad leve).

2 = Fragmentacién de ADN entre 20 y 40 % (genotoxicidad moderada).

3 = Fragmentacion de ADN entre 40 y 95 % (genotoxicidad alta).

4 = Fragmentacion de ADN > 95 % (genotoxicidad muy alta o fragmentacion total del
ADN).

Los valores corresponden a cuatro repeticiones del ensayo de genotoxicidad in vitro
del latex de Artocarpus altilis sobre ADN genémico de Escherichia coli, incubado a 37
°C durante 1 hora.
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Figura 04: Niveles de fragmentacion del ADN en relacion a la concentracién en %.

Interpretacioén
Dado que el valor de p = 0.00017 es menor que 0.05, se rechaza la hip6tesis nula
(Ho).

Por lo tanto, existen diferencias estadisticamente significativas entre las
concentraciones del latex de Artocarpus altilis respecto al efecto genotéxico observado
después de 1 hora de incubacion a 37 °C.
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V. DISCUSION

Los resultados del tamizaje fitoquimico del latex de Artocarpus altilis dieron como
resultado la presencia de diversos metabolitos secundarios, entre ellos alcaloides,
flavonoides, compuestos fendlicos, taninos, saponinas, cumarinas y principios
amargos, los cuales son reconocidos por poseer una amplia actividad biologica. La
deteccidn de estos compuestos resulta relevante debido a que muchos de ellos han
sido asociados con actividades antimicrobianas, antioxidantes, citotoxicas y
genotoéxicas, lo que permite explicar parcialmente los efectos observados sobre el ADN
gendmico de Escherichia coli en el presente estudio.

Los flavonoides constituyeron uno de los grupos fitoquimicos mas importantes
identificados en el latex Artocarpus altilis. Diversas investigaciones han demostrado
gue estos compuestos pueden interactuar con enzimas relacionadas con la replicacion
y reparacion del ADN, alterando la estabilidad genética celular. Segin Cowan (1999),
los flavonoides poseen capacidad para modificar la permeabilidad de membranas y
afectar procesos metabdlicos esenciales en microorganismos, lo que podria favorecer
la aparicién de dafio genético cuando se encuentran en concentraciones elevadas.
Asimismo, algunos flavonoides pueden actuar como agentes prooxidantes bajo
determinadas condiciones, generando especies reactivas de oxigeno capaces de

inducir rupturas en las cadenas de ADN.

De igual manera, la presencia de compuestos fendlicos y taninos podria contribuir
significativamente al efecto genotéxico observado. Estos metabolitos son capaces de
formar complejos con proteinas y acidos nucleicos, alterando la estructura molecular
del ADN. (Kalinowska et al., 2026; Li & Trush, 1994). Sefialan que numerosos
compuestos fendlicos participan en reacciones de Oxido-reduccion que generan
especies reactivas de oxigeno (ROS), responsables del estrés oxidativo celular. Como
consecuencia, pueden producirse modificaciones en las bases nitrogenadas, roturas
de cadenas y procesos de fragmentacion genética semejantes a los observados en los

ensayos de electroforesis, debido al dafio oxidativo inducido por estos compuestos
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Los alcaloides detectados también representan un hallazgo importante debido a que
varios miembros de este grupo quimico poseen reconocida actividad biol6gica sobre
células procariotas y eucariotas, incluyendo efectos antimicrobianos y citotoxicos
(Cushnie et al., 2014; Bodede et al., 2021).

De acuerdo con Harborne (1998), algunos alcaloides tienen la capacidad de
intercalarse entre las bases del ADN e interferir con los procesos de replicacion y
transcripcién genética. Esta propiedad podria contribuir a explicar la degradacion
progresiva del ADN observada durante la evaluaciébn genotoxica del latex de

Artocarpus altilis.

Por otro lado, la presencia de otros metabolitos secundarios como las saponinas y
cumarinas refuerza el potencial biol6gico de esta especie vegetal. Las saponinas
pueden alterar la integridad de las membranas celulares y facilitar el ingreso de otros
metabolitos bioactivos al interior de las células, mientras que las cumarinas han sido
asociadas con actividades citotoxicas y moduladoras de procesos oxidativos. Segun
Bruneton (2001), la accion conjunta de diversos metabolitos secundarios puede
generar efectos sinérgicos superiores a los producidos por cada compuesto de manera

individual, situacion que probablemente ocurre en el latex evaluado.

Los resultados obtenidos en este trabajo de investigacion coinciden con estudios
realizados en otras especies productoras de latex vegetal. Moreno et al. (2017)
Reportaron la presencia de alcaloides, flavonoides, fenoles, taninos y saponinas en el
latex de Euphorbia peplus, compuestos que han sido asociados con actividad biolégica
y potencial genotoxico. De manera similar. Quispe Meza (2017) identificd en el latex
de Carica papaya L. abundantes concentraciones de alcaloides y aminoacidos (+++),
una presencia moderada de lactonas y/o cumarinas (++), y una leve presencia de
saponinas (+). Estos metabolitos secundarios podrian estar relacionados con la
actividad biol6gica y el efecto genotdxico observado sobre el ADN genémico humano.
Estas coincidencias sugieren que la composicion fitoquimica es un factor determinante

en los efectos genéticos observados en distintas especies vegetales.

Los resultados del tamizaje fitoquimico indican que el latex de Artocarpus altilis posee
una compleja mezcla de metabolitos secundarios bioactivos con potencial para

interactuar con el ADN y otros componentes celulares. La abundancia de flavonoides,
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compuestos fendlicos y alcaloides respalda la hipo6tesis de que estos compuestos
participan en los mecanismos de dafio genético observados posteriormente en los
ensayos de genotoxicidad, constituyendo una base cientifica que justifica la realizacién
de estudios fitoquimicos y toxicoldgicos mas especificos para identificar los principios
activos responsables de dicha actividad.

La Figura 1. Muestra el perfil electroforético del ADN gendmico de Escherichia coli
obtenido para la evaluacién del efecto genotoxico in vitro del latex de Artocarpus altilis
“pan del arbol”. En la imagen se observa la presencia de bandas de ADN de alto peso
molecular con adecuada intensidad y escasa evidencia de degradacién, lo que indica
gue el procedimiento de extraccién permitié obtener material genético integro y de
calidad suficiente para su utilizacién en los ensayos posteriores de genotoxicidad. Este
resultado es fundamental, ya que la integridad inicial del ADN constituye un requisito
indispensable para atribuir cualquier fragmentacién observada posteriormente a la
accion del agente evaluado y no a defectos en el proceso de extraccidon o manipulacion

de las muestras.

Segun Brown (2016), la visualizacion de bandas definidas y compactas durante la
electroforesis en gel de agarosa es un indicador confiable de la conservacién
estructural del ADN genémico, mientras que la presencia de bandas difusas o patrones
de arrastre (“smearing”) suele asociarse con procesos de degradacion por accion
mecanica, quimica o enzimatica. En el presente estudio, la adecuada migracion
electroforética del ADN demuestra que el protocolo de extraccion empleado permitié
minimizar dichos factores, garantizando la estabilidad del material genético utilizado

como sustrato experimental.

Los resultados obtenidos son concordantes con lo descrito por Sambrook y Russell
(2001), quienes sefialan que la calidad del ADN genémico puede verificarse mediante
electroforesis en gel de agarosa, observandose bandas nitidas y bien definidas cuando
el material genético mantiene su integridad molecular. Del mismo modo, Bello y Lopez
(2001) indican que la obtencion de ADN de alta pureza e integridad constituye una
etapa critica en estudios de biologia molecular y genotoxicidad, debido a que permite

reducir errores experimentales y mejorar la confiabilidad de los resultados.

Asimismo, la ausencia de fragmentacion significativa en las muestras control respalda
gue el ADN no sufri6 dafio durante las fases de aislamiento, purificacion y

almacenamiento. Este aspecto resulta particularmente importante porque permite
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establecer una linea basal de comparacion frente a los tratamientos con el latex de
Artocarpus altilis. De esta manera, cualquier alteracion observada en los ensayos
posteriores puede atribuirse con mayor certeza a la accion de los compuestos
presentes en el latex y no a factores externos relacionados con la metodologia
empleada.

La obtencién de ADN integro demuestra la eficacia del protocolo de extraccién basado
en lisis celular, digestion enzimatica y purificacion quimica utilizado en esta
investigacion. De acuerdo con Green y Sambrook (2019), los procedimientos
adecuados de extraccién permiten preservar la estructura del ADN y eliminar
contaminantes que podrian interferir en andlisis posteriores, especialmente en
estudios orientados a evaluar dafio genético inducido por agentes fisicos, quimicos o

biolégicos.

La Figura 2. Muestra el efecto genotdxico in vitro del latex de Artocarpus altilis “pan
del arbol” sobre el ADN gendmico de Escherichia coli después de una hora de
incubacién a 37 °C. El andlisis electroforético se pude ver con claridad un incremento
progresivo de la fragmentacion del ADN conforme va aumenta la concentracion del
latex, observandose una clara relacion entre la concentracién del latex y la
degradaciéon del ADN. En los carriles correspondientes a las concentraciones mas
bajas (1,0 y 2,5 mg/mL) se aprecia una conservacion parcial de la banda de ADN
gendmico, mientras que a partir de concentraciones de 25 mg/mL se observa una
marcada disminucion de la intensidad de la banda y un incremento del patrén de
arrastre electroforético (smearing), indicativo de degradacion del material genético de

manera significativa.

La presencia de fragmentacion sucesiva del ADN esta dado por los compuestos
bioactivos presentes en el latex que ejercen una accion directa sobre la molécula de
ADN, provocando rupturas de cadena simple o doble. Este comportamiento coincide
con lo reportado por Moreno et al. (2017), quienes demostraron que el latex de
Euphorbia peplus produjo una degradacion creciente del ADN gendmico humano a
medida que aumentaba la concentracion utilizada. Concluyé que los metabolitos
secundarios presentes en el latex poseen capacidad para inducir dafio genético
mediante mecanismos relacionados con el estrés oxidativo y la interaccion directa con

los acidos nucleicos.
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Estos resultados obtenidos son semejantes a los encontrados por Quispe Mesa, C.O.
(2017) al evaluar el efecto genotéxico del latex de Carica papaya, donde se observo
una disminucion progresiva de la integridad del ADN conforme aumentaba la
concentracion del extracto. Estas similitudes sugieren que los latex vegetales
constituyen una fuente importante de compuestos biol6gicamente activos capaces de
alterar la estabilidad genética, independientemente del organismo del cual provenga

el ADN utilizado en el ensayo.

Un aspecto importante de la figura corresponde al carril 8, donde el ADN fue tratado
con proteinasa K antes de la exposicién al latex. La persistencia de la fragmentacion
observada en este tratamiento indica que el dafio genético no estaria relacionado
exclusivamente con la accién de proteinas o nucleasas presentes en la muestra, sino
principalmente con metabolitos secundarios de naturaleza no proteica contenidos en
el latex. Este resultado respalda la hipétesis de que compuestos como flavonoides,
fenoles, alcaloides y taninos podrian ser responsables de la actividad genotdxica

observada.

Desde una perspectiva molecular, diversos estudios han demostrado que los
compuestos fendlicos y flavonoides pueden inducir la formacion de especies reactivas
de oxigeno capaces de generar modificaciones oxidativas en las bases nitrogenadas
y rupturas de las cadenas de ADN. Cowan (1999) sefiala que numerosos metabolitos
secundarios vegetales poseen afinidad por proteinas y acidos nucleicos, interfiriendo
con funciones celulares esenciales. Del mismo modo, Bruneton (2001) indica que la
accion combinada de estos metabolitos puede potenciar significativamente sus efectos

bioldgicos, generando fendmenos de citotoxicidad y genotoxicidad.

Por otro lado, el carril 9 correspondiente al control negativo muestra una banda integra
y definida, evidenciando que el ADN gendmico utilizado inicialmente mantenia su
estabilidad estructural. Esto confirma que la degradacion observada en los
tratamientos experimentales fue consecuencia de la exposicion al latex y no producto
de alteraciones derivadas del procedimiento de extraccion o de las condiciones de

incubacion.

Por lo tanto, la figura 2, demuestran que el latex de Artocarpus altilis posee una
capacidad significativa para inducir dafio genético sobre el ADN gendémico de
Escherichia coli, efecto que se incrementa conforme aumenta la concentracion

aplicada. La evidencia electroforética obtenida respalda la existencia de una respuesta
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dosis-dependiente y sugiere que los metabolitos secundarios identificados en el
tamizaje fitoquimico participan activamente en los mecanismos de degradacion del

ADN observados durante el ensayo.

La Figura 3. Muestra el efecto genotdxico in vitro del latex de Artocarpus altilis “pan
del arbol” sobre el ADN gendmico de Escherichia coli a concentraciones comprendidas
entre 5y 100 mg/mL después de una hora de incubaciéon a 37 °C. Los resultados
evidencian una degradacion total del ADN con el latex. Este comportamiento confirma
la existencia de una respuesta dependiente de la dosis y demuestra que los
compuestos presentes en el latex poseen capacidad para alterar significativamente la

integridad del material genético bacteriano.

Cabe mencionar que concentraciones por encima de 5, 10, 25, 50 y 100 mg/mL la
fragmentacion es considerablemente mayor o total, observdndose una pérdida
importante de la banda principal de ADN y un incremento de fragmentos de menor
tamafio distribuidos a lo largo del gel. Estos resultados sugieren gue existe una
concentracion umbral a partir de la cual los metabolitos presentes en el latex ejercen
un efecto genotoxico intenso, capaz de producir una degradacion masiva del ADN

gendmico.

Los hallazgos coinciden con los reportados por Moreno et al. (2017), quienes
observaron que el latex de Euphorbia peplus produjo una fragmentacion progresiva del
ADN humano conforme aumentaba la concentracién empleada. De manera similar,
encontré que concentraciones elevadas de latex de Carica papaya ocasionaban una
degradacion significativa del ADN gendmico, concluyendo que los metabolitos
secundarios presentes en estos exudados vegetales poseen potencial para inducir
dafio genético de manera dosis-dependiente. La concordancia entre estos estudios y
los resultados obtenidos en Artocarpus altilis sugiere que la actividad genotdxica
constituye una caracteristica compartida por diversas especies vegetales productoras

de latex.

Un aspecto relevante de la Figura 3, corresponde al tratamiento realizado con
proteinasa K (carril 7). La persistencia de la fragmentacion del ADN aun después de la
digestion proteica indica que el dafio observado no depende exclusivamente de
enzimas proteicas presentes en el latex. Este resultado sugiere que los principales
responsables de la actividad genotéxica son compuestos de naturaleza no proteica,

probablemente metabolitos secundarios identificados previamente mediante el
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tamizaje fitoquimico. Entre ellos destacan flavonoides, alcaloides, compuestos
fendlicos y taninos, sustancias que han sido asociadas con procesos de estrés

oxidativo y dafio molecular sobre los &cidos nucleicos.

Los diversos autores han descrito que los compuestos fendlicos pueden generar
especies reactivas de oxigeno capaces de producir oxidacion de bases nitrogenadas,
roturas de cadena simple y doble, asi como alteraciones estructurales en el ADN.
Segun Cowan (1999), numerosos metabolitos secundarios vegetales ejercen efectos
biolégicos mediante interacciones directas con proteinas y acidos nucleicos, mientras
gue Bruneton (2001) sefiala que la accidn sinérgica de varios compuestos fitoquimicos
puede potenciar significativamente sus efectos toxicos sobre las células. Estas
observaciones respaldan la hipétesis de que la genotoxicidad observada en el
presente estudio podria estar relacionada con la accidén conjunta de mdltiples

metabolitos presentes en el latex de Artocarpus altilis.

Por otro lado, el carril correspondiente al control negativo mostré una banda integra y
bien definida, evidenciando que el ADN gendémico mantuvo su estabilidad estructural
en ausencia del tratamiento experimental. Este resultado confirma que la degradacion
observada en los demés carriles fue consecuencia directa de la exposicion al latex y
no de factores asociados al procedimiento experimental o a las condiciones de

incubacion.

En conclusion, la Figura 3, demuestra que el latex de Artocarpus altilis posee una
importante capacidad genotdxica sobre el ADN gendémico de Escherichia coli,
particularmente a concentraciones iguales o superiores a 25 mg/mL. La marcada
fragmentacién observada en estas condiciones refuerza la evidencia de una respuesta
dosis-dependiente y respalda la participacion de metabolitos secundarios bioactivos
en los mecanismos de dafio genético. Estos resultados constituyen una base
importante para futuras investigaciones orientadas a identificar los compuestos
responsables del efecto observado y evaluar sus posibles implicancias biolégicas y

toxicoldgicas.

La Tabla 05. Se observa los valores numéricos resultado de la evaluacion del efecto
genotoxico in vitro del latex de Artocarpus altilis “pan del arbol” sobre el ADN gendémico
de Escherichia coli. Los resultados evidencian un incremento progresivo y continuo del
dafio genético conforme aumenta la concentracion del latex, demostrando una clara

relacion entre concentracion y el porcentaje de degradacién. Las concentraciones mas
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bajas produjeron niveles reducidos de fragmentacion del ADN, mientras que las
concentraciones mas elevadas generaron porcentajes considerablemente mayores de
degradacién genética, alcanzando los valores maximos en los tratamientos de 25 % a
100 %.

Este comportamiento nos indica que los metabolitos secundarios presentes en el latex
ejercen una accion dependiente de la concentracién sobre la estructura del ADN. A
medida que aumenta la cantidad de metabolitos secundarios disponibles en el medio
de incubacidn, se incrementa la probabilidad de interaccion con las moléculas de ADN,
favoreciendo la aparicién de rupturas de cadena simple y doble, asi como procesos de
degradacién progresiva del material genético. La tendencia observada coincide con
los principios toxicolégicos descritos por Klaassen (2018), quien sefiala que
nuMerosos compuestos naturales presentan respuestas bioldgicas proporcionales a la
dosis administrada, especialmente cuando actlan sobre estructuras celulares

sensibles como los acidos nucleicos.

Los resultados obtenidos son concordantes a los reportados por Moreno et al. (2017),
quien evalud la actividad genotoxica del latex de Euphorbia peplus frente a ADN
gendmico humano y observaron que las concentraciones mas elevadas producian una
fragmentacion significativamente mayor que las concentraciones bajas. Los autores
concluyeron que el dafio genético estaba directamente relacionado con la cantidad de
compuestos activos presentes en el latex. De manera semejante, Quispe (2019)
reporté que el latex de Carica papaya generaba un incremento progresivo de la
degradacion del ADN conforme aumentaba la concentracibn evaluada,

comportamiento que guarda estrecha relacion con los hallazgos del presente estudio.

La elevada genotoxicidad observada en las concentraciones superiores al 5 %, puede
estar asociada a la presencia de flavonoides, compuestos fendlicos, alcaloides y
taninos identificados previamente en el tamizaje fitoquimico. Segun Cowan (1999),
estos metabolitos secundarios poseen capacidad para interactuar con proteinas y
acidos nucleicos, alterando procesos celulares esenciales. Asimismo, Bruneton (2001)
describe que muchos compuestos fenolicos pueden inducir estrés oxidativo mediante
la generacion de especies reactivas de oxigeno, las cuales ocasionan modificaciones

estructurales en las bases nitrogenadas y rupturas de las cadenas de ADN.

Otro aspecto importante es la consistencia de los valores obtenidos entre las

repeticiones experimentales, o que demuestra una adecuada reproducibilidad del
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ensayo Y fortalece la confiabilidad de los resultados. Esta uniformidad experimental
permite inferir que el efecto observado corresponde a una propiedad inherente del
latex de Artocarpus altilis y no a variaciones aleatorias del procedimiento metodolégico.
Ademas, la presencia de diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos
indica que el incremento de la genotoxicidad no ocurri6 por azar, sino como

consecuencia directa del aumento de la concentracion del latex.

Los resultados de la Tabla 05. Demuestran que el latex de Artocarpus altilis posee una
actividad genotéxica significativa y dependiente de la concentracién sobre el ADN
gendmico de Escherichia coli. La tendencia observada confirma que las
concentraciones mas elevadas producen mayores niveles de fragmentacion genética,
respaldando la hipétesis de que los metabolitos secundarios presentes en esta especie

vegetal participan activamente en procesos de dafio molecular sobre el ADN.

La Figura 04. Muestra la relacién entre la concentracién del latex de Artocarpus altilis
“pan del arbol” y los niveles de fragmentacion del ADN gendmico de Escherichia coli
donde se observa un incremento progresivo de la fragmentacion del ADN conforme
aumenta la concentracion del latex. Las concentraciones mas bajas produjeron niveles
reducidos de dafio genético, mientras que las concentraciones mas elevadas
generaron una degradacion considerable del ADN, alcanzando porcentajes de

fragmentacién cercanos al méximo observado en el ensayo.

El andlisis estadistico mostré un valor de p = 0,00017, significativamente inferior al
nivel de significancia establecido (a = 0,05). En consecuencia, se rechaza la hipétesis
nula y se acepta la hipotesis alternativa, indicando que existen diferencias
estadisticamente significativas entre las concentraciones evaluadas. Este resultado
demuestra que el incremento de la fragmentacion del ADN no ocurrié por efecto del
azar, sino que estuvo directamente relacionado con el aumento de la concentracion

del latex de Artocarpus altilis.

Los resultados obtenidos son concordantes con lo reportado por Moreno et al. (2017)
quienes observaron que el latex de Euphorbia peplus generaba un incremento
progresivo del dafio genético sobre ADN humano conforme aumentaba la
concentracion empleada. De manera similar, Quispe Mesa, C. O. (2017) encontrd que
el latex de Carica papaya producia niveles crecientes de fragmentacion del ADN
gendmico a medida que se incrementaba la dosis aplicada. En ambos estudios se

concluyd que la concentracion del latex constituye un factor determinante en la
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magnitud del efecto genotéxico, situacion que coincide con los resultados observados

en la presente investigacion.

Desde el punto de vista toxicolégico, la existencia de una relacién dosis-respuesta
representa uno de los criterios mas importantes para establecer la actividad biolégica
de una sustancia. Klaassen (2018) menciona que cuando un efecto aumenta
proporcionalmente con la dosis administrada, existe una fuerte evidencia de
causalidad entre el agente evaluado y la respuesta observada. En el presente estudio,
la correlacién entre la concentracion del latex y el porcentaje de fragmentacion del

ADN constituye una evidencia sélida de la capacidad genotdxica de Artocarpus altilis.

Los resultados de la Figura 03 demuestran que el latex de Artocarpus altilis posee un
efecto genotoéxico significativo sobre el ADN gendmico de Escherichia coli. La relacion
dosis-dependiente observada y el valor estadistico altamente significativo (p =
0,00017) confirman que el incremento de la concentracién del latex produce un
aumento proporcional del dafio genético, respaldando la hipétesis de que los
metabolitos secundarios presentes en esta especie vegetal participan activamente en
los procesos de fragmentacion del ADN.
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VI. CONCLUSIONES

Se determind que el latex de Artocarpus altilis “pan del arbol” presenta efecto
genotéxico in vitro relativo frente al ADN genémico de Escherichia coli,
evidenciado por la fragmentacion del material genético observada mediante
electroforesis en gel de agarosa.

Respecto al nivel de genotoxicidad, se determin6 que las concentraciones
de 5 % y 10 % produjeron una fragmentacion leve del ADN, mientras que
las concentraciones de 25 %, 50 % y 100 % ocasionaron niveles severos de
degradacién genética, superiores al 95 %, evidenciando una elevada

capacidad genotoéxica del latex sobre el ADN gendmico de Escherichia coli.

La comparacién entre las concentraciones evaluadas permitié establecer
una relacion concentracion y degradacion claramente definida, donde el
incremento de la concentracion del latex generé un aumento proporcional
en los niveles de degradacion del ADN. Este comportamiento demuestra
gue la intensidad del efecto genotéxico depende directamente de la

concentracion del agente evaluado.

El andlisis estadistico mostré diferencias significativas entre las
concentraciones evaluadas (p = 0,00017), confirmando que el incremento
de la concentracion del latex influye significativamente en el aumento de la

fragmentacion del ADN y, por tanto, en su efecto genotoxico.

El analisis fitoquimico del latex de Artocarpus altilis “pan del arbol” demostro
abundante presencia de saponinas, triterpenos y resinas y presencia
moderado de Flavonoides, Taninos, Fenoles, Esteroides, y presencia
escasos de Alcaloides, Quinonas, Cumarinas, Glucésidos y aminoacidos

libres.

45



VII. RECOMENDACIONES

1. Realizar estudios complementarios de genotoxicidad utilizando

metodologias mas sensibles y especificas, como el ensayo cometa, prueba
de microndcleos y técnicas de biologia molecular, con la finalidad de
corroborar y ampliar la evidencia sobre el efecto genotédxico del latex de

Artocarpus altilis.

Evaluar el efecto citotéxico, mutagénico y genotédxico del latex de Artocarpus
altilis en modelos celulares eucariotas y en organismos experimentales, a
fin de determinar los posibles riesgos biol6gicos asociados a su utilizacion

en la medicina tradicional y establecer su perfil de seguridad.

Aislar, identificar y caracterizar los metabolitos secundarios presentes en el
latex de Artocarpus altilis responsables de la actividad genotdxica
observada, empleando técnicas cromatogréaficas y espectroscopicas que
permitan comprender los mecanismos moleculares involucrados en el dafio
al ADN.

Desarrollar investigaciones interdisciplinarias orientadas a evaluar
simultdneamente el potencial terapéutico y los posibles efectos adversos de
Artocarpus altilis, con el propdsito de generar evidencia cientifica que
contribuya al uso seguro, racional y biotecnolégicamente sostenible de esta

especie vegetal.
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Anexo 01: Clasificacion taxondmica de Artocarpus altilis “pan del arbol”.
Ayacucho 2024.

CONSTANCIA

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

Que, la Bach. En Ciencias Biologicas, Srta. Noella LUJAN PENA, ha solicitado
la identificacion de una muestra vegetal para trabajo de tesis.

Dicha muestra ha sido estudiada y determinada segin el Sistema de
Clasificacion de Cronquist. A. 1988, siendo su taxonomia la siguiente:

DIVISION ' MAGNOLIOPHYTA

CLASE : MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE - HAMAMELIDAE

ORDEN : URTICALES

FAMILIA : MORACEAE

GENERO - Artocarpus

ESPECIE : Artocarpus altilis (Park.) Fosberg.
N.V. : ‘pan de arbol’

Se expide la presente constancia a solicitud de la interesada para los
fines que estime conveniente.

Ayacucho, 12 de octubre del 2024
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Anexo 02: Procedimientos para Rejuvenecer y siembra de la bacteria de

Escherichia coli. Ayacucho 2024.

Cepa de Reactivar en caldo
Escherichia coli nutritivo
inactivo

Siembra en agar Muller
Hilton por agotamiento en
superficie

Cultivo joven de Escherichia
coli

Se incubo a 37° C por 24
horas
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ANEXO 03: Protocolo de extraccion de ADN gendmico de Escherichia coli.
Ayacucho 2024.

Colocar la biomasa
bacteriana mas 400ul de
buffer TE 1x

Agregar 750ul de Cloroformo
més Alcohol isoamilico 24:1

N
W

/‘% I \‘iL

Homozgenizar

Agitar vigorosamente y

centrifugar a 14000
15min.

rpm

(Rehidratar sedimento con
50 ul de agua bidestilada

en la congeladora luego a
los 7 tubos agregar 2ul de
RNAasay 6 sin
tratamiento de RNAasa e
incubar a 37° por 1hr en
Bafio maria luego incubar
en la congeladora a 20°
para lalectura de

Qspectrofotom etria.

~N

esteril luego guardar a 20°

J

Agregar 60ul de

Incubar a 85° por Lisozima(10mg/Ml) incubar
25min en bafio Maria a 37° por 2 hr en bafio
Maria

Agregar 75ul de

Agregar 100ul de NaCl SDS(10mg/MI) més 5ul de
5M(10mg/Mi) més 1ul de PK (10mg/MI) e incubar a 65°
CTAB e incubar a 65° por por 15min en bafio Maria

15min en bafio Maria

Agregar 600ul de
Isopropanol helado al 100%
luego incubar a -20° por lhr
Formacion de 2 en la congeladora
capas luego

_

Centrifugar a 14000 rpm
15min descartar
sobrenadante y agregar 1ul
de Etanol al 70%

Centrifugar a 14000
rpm 10min descartar
sobrenadante

)




Anexo 04: Proceso para la determinacion del Efecto genotoxico in vitro del latex
de Artocarpus altilis “pan del arbol” frente al ADN genémico de Escherichia coli.
Ayacucho, 2024.

[ Agua bidestilada ]

| i\'{v
L
VF:
INCUBAR EN BANO MARIA POR 1HR A 37° 20UL

57



Anexo 05: Proceso de electroforesis para la determinacion del efecto
genotoxicos del latex de Artocarpus altilis “pan del arbol” frente al ADN

gendmico de Escherichia coli. Ayacucho, 2024.

Solucion de
ADN mas Latex
en estudio

Mescla de 2ul | Proceso de
de loading mas | . siembraen los
8ul de muestra | pocillos del gel

Cargando la
camara de

de agarosa Electroforesis

Lavado del gel de
Equipo transiluminador agarosa con agua Coloracidn con
UV marca Ultra Lum. corriente bromuro de etidio

( al 1% por 15min.

Para visualizar al ADN Imagen fotografico

fragmentado. del efecto

MM 1
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Anexo 06: MATRIZ DE CONSISTENCIA: Efecto genotodxico in vitro del latex de

Artocarpus altilis “pan del arbol” frente al ADN genémico de Escherichia coli.
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PROBLEMA | OBJETIVO HIPOTESIS MARCO TEORICO VARIABLES METODOLOGIA
¢Cudl sera| GENERAL El latex de Aspectos Botanicos | Variables independientes: Tipo de investigacion:
el efecto | Evaluar el efecto | Artocarpus altilis Artocarpus altilis“pan del | Latex de Experimental.
o . ) ) “pan debrbol’a arbol” Clasificacion | Artocarpus altilis “pan del Disefio Experimental:
genotoxico genotoxico In vitro diferentes taxonémica, Descripcion | arbol”, de un arbol adulto Se realizara en el modelo
del latex de | del latex de concentraciones Botanica, Composicién | con buen follaje. In vitro para estudiar la atividad
Artocarpus | Artocarpus altilis | Presentaefecto Quimica, Actividades Indicador: genotoxica.
L « . . .. | genotdxico invitro antimicrobiana. ’ Poblacioén:
altlis  “pan | “pan  del arbol L .
frente aADN . Lo Concentracion en porcentaje L
del  arbol” | frente al ADN | genémico de Evaluacién genotoxica. (%) dellatex L?. poblacion estuvo confo.r.mada por|
. o . . R ejemplares de Artocarpus altilis (pan del
frente al | gendmico de | Escherichia coli. La ) genetica toxicologica Variable Dependiente arbol), distribuidos en el distrito de Pichari,
ADN Escherichia coli? estudla} Igsefectos . Efecto genotoxico provincia La Convencion, departamento
o mutagénicosde sustancias de Cusco
genomico quimicasy radiaciones, asi | frente a ADN genémico de :
ESPECIFICOS como las consecuencias Escherichia coli Muestra:
de Determinar el nivel de parala ?fﬂUd humana dela | dicador: un arbol de Artocarpus altilis “pan del
o o i exposicion a mutagenos, P
Escherichia |genotoxicidad del latex considerando como tala Grado de arbol’, aparentemente sanos con buen
coli? frente el ADN de cualquier agente que induzca follaje.

Escherichia coli.
Comparar el efecto
genotdxico segun la
concentracion del latex
de Artocarpus altilis.
Determinar los
metabolitos

secundarios presentes|
de

IArtocarpus altilis “pan

en el latex

de arbol”.

mutacionesgénicas (cambio
deuno o pocos pares de
bases), aberraciones
cromosomicas estructurales
(cambiosen la estructura) o
numeéricas (aneuploidias y
poliploidias

fragmentacion delAcido
desoxirribonucleico

(ADN)
gendémico de

Escherichia coli.

Muestra biolégica: Latex de Artocarpus
altilis “pan del arbol”.

Unidad experimental:

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

Analisis estadistico:

Paquete estadistico SPSS, Pruebas de
Kruskal-Wallis
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ACTA DE SUSTENTACI(:?N DE TESIS
Bach. Noelia LUJAN PENA
R. D. N° 135- 2026-UNSCH-FCB-D

En la ciudad de Ayacucho, siendo las nueve de la mafiana del dia viernes siete de agosto del afio
dos mil veintiséis; se reunieron los miembros del jurado evaluador en el Auditorio de la Facultad de
Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga, actuando como
presidente el Dr. Saturnino Martin Tenorio Bautista, a su vez forma parte del miembro jurado el Dr.
Raul Antonio Mamani Aycachi (Miembro-jurado), el Mg. Jime Jack Rivera Villar (Miembro-jurado) y
el Blog. Tomas Yuret Miranda Temochevich (Miembro-Asesor), actuando como secretaria docente
encargada la Mg. Ana Maria Cancho Cuba, con Memorando N° 179-2026-UNSCH (ENU)-FCB, para
presenciar la sustentacion de tesis titulada: Efecto genotoéxico in vitro del latex de Artocarpus
altilis “pan del arbol” frente al ADN genémico de Escherichia coli. Ayacucho, 2024, presentado
por la Bach. Noelia Lujan Peiia, el presidente luego de verificar la documentacién generada indicé
a la secretaria docente encargada dar lectura a la documentacién que dé fe de este acto académico,
luego el presidente invitd a la sustentante a exponer su trabajo de tesis para el cual se indicé que
cuenta con un tiempo maximo de cuarenta y cinco minutos tal como se presenta en el Reglamento
de Grados y Titulos de la Escuela Profesional de Biologia, luego se invité al jurado evaluador a
participar con sus preguntas, observaciones y sugerencias; luego invité a la sustentante y publico
asistente abandonar momentaneamente el Auditorio de la Facultad de Ciencias Biolégicas para que
el jurado evaluador pueda deliberar como corresponde y se muestra a continuacion.

Miembros del Jurado Evaluador Exposicion Preguntas / respuesta Promedio
Dr. Raul Antonio Mamani Aycachi 17 17 17
Mg. Jime Jack Rivera Villar 17 17 17
Blgo. Tomas Yuret Miranda Tomasevich 18 17 18
PROMEDIO GENERAL 17

La sustentante alcanzé el promedio de diecisiete (17) aprobatorio. Acto seguido, el presidente invitd
a ingresar a la sustentante y publico asistente al Auditorio de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de
la Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga. El presidente dio a conocer los resultados
- indicando de este modo se da por finalizado el presente acto académico, siendo las once de la
maifiana; firmando al pie de dicho documento en sefial de conformidad.

Shggar 7

Dr. Saturnino Martin, TENORIO BAUTISTA Dr. Raul ntonio, MAMANI AYCACHI
Presidente |embro Jurado)
1/4//////
Kg/Jifné Jack, RIVERA VILLAR Blog. Tomas YAr %AIRANDA TOMASEVICH
(Miembro - Jurado) (Migfnbro - Jurado)
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N° 51-2026-FCB-D

Yo, SERAPIO ROMERO GAVILAN, Director de la Escuela Profesional de Biologia
de la Facultad de Ciencias Biol6gicas de la Universidad Nacional de San Cristobal
de Huamanga; autoridad encargada de verificar la tesis titulada: Efecto genotéxico
in vitro del latex de Artocarpus altilis “pan del arbol” frente al ADN genémico
de Escherichia coli. Ayacucho, 2024., por NOELIA LUJAN PENA; he constatado
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establecidas por la Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga. Se
acompana el INFORME FINAL DE TURNITIN correspondiente.

Ayacucho, 03 de septiembre de 2026.
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