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RESUMEN

Se han detectado latex y extractos de plantas medicinales que poseen actividad
embriotéxica y/o teratogénica, mutagénica y carcinogénica en productos de
origen vegetal, encontrandose que existe una correlacion positiva entre la
ocurrencia de enfermedades y su consumo. Los objetivos planteados fueron
comparar la genotoxicidad “in vitro” de las plantas medicinales: tallos de
Euphorbia peplus L. “leche leche”, frutos de Ficus carica L. “higo”, vainas de
Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze “tara” y hojas de Eucaliptus globulus Labill
“eucalipto” e identificar sus metabolitos secundarios. Este estudio descriptivo, se
desarrollé en el Centro de Investigacion de Biologia Molecular y Bioinformatica
de la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional de San
Cristébal de Huamanga, entre los meses de agosto a diciembre del 2014 en la
ciudad de Ayacucho. El latex fue obtenido directamente de las plantas,
realizando un corte del tallo de la “leche leche”, base del fruto verde del “higo”
(sicono) y extractos hidroalcohdlicos de “tara y eucalipto” fueron obtenidos con
alcohol a 80°, realizandose el tamizaje fitoquimico y la genotoxicidad a diferentes
concentraciones, expuestos sobre el ADN gendémico de Staphylococcus aureus,
Candida albicans, Leishmania sp y linfocitos humano; mediante el “Método
Tomasevich” propuesto por Miranda, cuya estimacion del dafio genotoxico “in
vitro” fue determinado mediante electroforesis en gel de agarosa con bromuro de
etidio y visualizado en radiacion de luz ultra violeta, dentro del sistema de
registrador de imagenes Biometra UV solo TS. Los metabolitos secundarios
identificados fueron: alcaloides, flavonoides fenoles y/o taninos, lactonas y/o
cumarinas, saponinas y quinonas; hay similitudes y diferencias en la
genotoxicidad segun las concentraciones del: latex de “leche leche” influyen en
el efecto genotdxico sobre ADN genémico de Staphylococcus aureus Leishmania
sp y linfocito humano, pero no influye sobre ADN genémico de Candida albicans;
latex de “higo” influyen estadisticamente en el efecto genotéxico sobre ADN
gendémico de linfocito humano pero no influyen sobre ADN gendémico de
Staphylococcus aureus, Candida albicans y Leishmania sp; extracto
hidroalcohélico de “tara” y “eucalipto” influyen en el efecto genotoxico sobre ADN
genomico de Staphylococcus aureus, Candida albicans, Leishmania sp y linfocito
humano. En conclusién se demuestra que existe diferencias en la genotoxicidad
in vitro de las plantas medicinales frente al ADN genomico de Staphylococcus
aureus, Candida albicans, Leishmania sp y linfocito humano: el latex de ficus
carica L. "higo” muestra diferencia estadistica al tipo de ADN segun el
organismo; mientras que el latex de Euphorbia peplus L. “leche leche”, extracto
hidroalcohdlico de Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze “tara” y Eucaliptus
globulus Labill “eucalipto” no muestran diferencias estadisticas al tipo de ADN
segun el organismo.

Palabras clave: Genotoxicidad, Staphylococcus aureus, Candida albicans,

Leishmania sp, linfocito humano, “leche leche”, “higo”, “tara” y “eucalipto”.



. - INTRODUCCION

Actualmente existe un gran interés por los complementos alimenticios de origen
vegetal, ya que se cree que dichos productos tienen la capacidad de disminuir
los factores de riesgo para casi todas las enfermedades; esto permite que
tengan una amplia acogida entre los consumidores que a menudo consideran
que lo “natural” esta libre de compuestos quimicos y por lo tanto es “seguro” para
la salud; premisa que debe reconsiderarse y controlarse conociendo de
antemano que muchos ingredientes de origen botanico contienen toxinas que
incluso pueden tener efectos genotoxicos, pues la integridad del ADN constituye
un aspecto fundamental para la salud. '

La genética toxicolagica estudia los efectos mutagénicos de sustancias quimicas
y radiaciones, asi como las consecuencias para la salud humana de la
exposicion a mutagenos, considerando como tal a cualquier agente que induzca
mutacion genética aberraciones cromosémicas estructurales o numéricas,
alteraciones al ADN (formaciéon de aductos, alquilacién e intercalamiento de
bases), mecanismos de reparacién (incremento de sensibilidad a los efectos de
muchos mutagenos) y eventos de recombinacidn mitética.?

Las pruebas de toxicidad se realizan con el fin de identificar posibles dafos para
el ser humano ya que, se han detectado que el latex de Euphorbia peplus L. es
uno de una serie de plantas de la familia Euphorbiaceae que ha extraido la
atencion como un remedio casero para el cancer de piel debido a su sabia
lechosa. Sin embargo, una encuesta realizada por Peplin Biotech de las de 200
especies de familia Euphorbiaceae ha demostrado que sélo Euphorbiapeplus L.
tiene los atributos deseados de eficacia anticancerigena in vitro e in vivo.®
Mientras tanto el latex de Ficus carica L. “higo” tiene un efecto irritante sobre la

piel, debido a su contenido en furanocumarinas.*



También se han detectado que los extractos de Caesalpinia spinosa (Molina)
Kuntze “tara” y Eucaliptus globulus Labill “eucalipto”, poseen actividad
embriotéxica y/o teratogénica, se ha reportado actividad mutagénica y
carcinogénica consustancias de origen vegetal (flavonoides, alcaloides vy
taninos), encontrandose que existe una correlacion positiva entre la ocurrencia
de enfermedades y tumores en la poblacién.®

Los compuestos genotoxicos producen efectos que pueden manifestarse en el

propio individuo o en su descendencia originando enfermedades genéticas.

Tales razones justifican que las investigaciones de genotoxicidad sean tan

necesarias y en este sentido se amplian los conocimientos de Euphorbia peplus

L. “leche leche”, Ficus carica L. “higo”, Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze

“tara” y Eucaliptus globulus Labill “eucalipto” respecto a los posibles efectos

perjudiciales sobre el acido desoxirriboncléico (ADN).’Estas plantas han sido

usadas en la medicina tradicional en el tratamiento de diversas afecciones de la
piel y respiratorias respectivamente, las mismas que fueron demostradas por
trabajos de investigacion. Se emplea un sistema de ensayo a corto plazo in vitro
utilizando el ADN gendmico de Staphylococcus aureus, Candida albicans,

Leishmania sp y linfocito humano, como organismo para detectar dafio genético.

Como parte del estudio farmacolégico y toxicolégico de estas plantas, en el

presente trabajo se pretende desarrollar los siguientes objetivos:

Objetivo General:

e Comparar la genotoxicidad in vitro de las plantas medicinales Euphorbia
peplus L. “leche leche”, Ficus carica L. “higo”, Caesalpinia spinosa (Molina)
Kuntze “tara” y Eucaliptus globulus Labill “eucalipto”, frente a ADN gendémico
de Staphylococcus aureus, Candida albicans, Leishmania sp y linfocitos
humano.

Objetivos Especificos:

« |dentificar los metabolitos secundarios en latex de Euphorbia peplus L. “leche
leche” y Ficus carica L. “higo” y en extracto hidroalcohdlico de Caesalpinia
spinosa (Molina) Kuntze “tara” y Eucaliptus globulus Labill “eucalipto”.

e Contrastar similitudes y diferencias de la genotoxicidad in vitro de los latex y
extractos hidroalcohdlicos de las plantas medicinales en estudio, frente a ADN
genomico de Staphylococcus aureus, Candida albicans, Leishmania sp y
linfocitos humano.



. MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes

Uno de los problemas que actualmente enfrentan los tratamientos médicos a las
infecciones cronicas bacterianas, micéticas, viricas y protozoarias que resultan
ser prolongadas y en muchos casos sin resultados 6ptimos, se presenta el uso
de productos de origen vegetal como una alternativa frente a este problema.®
Craig® en su estudio sefiala que el tratamiento tépico de cancer de piel no
melanoma, los carcinomas de células basales (BCC) y los carcinomas de células
escamosas (SCC) son los canceres humanos mas comunes; planteando que
como primera aplicacién medica esta la Euphorbia peplus L. producto, es una
serie de plantas de la familia Euphorbiaceae que ha atraido la atencién como un
remedio casero para el cancer de piel debido a su savia lechosa. Sin embargo,
una encuesta realizada por Peplin Biotech de mas de 200 especies de la familia
Euphorbiaceae ha demostrado que solo Euphorbia peplus L. tiene los atributos
deseados de eficacia anticancerigena in vitro e in vivo.

Vega’en la evaluaciénel efecto citostatico del latex de Euphobia peplus L. “leche
leche” y Ficus carica L. “higo” en el meristemo radicular de Allium cepa L.
“cebolla”; determindé mediante el método de la variaciéon del indice mitético con
lectura entre 1000 a 3500 células por muestra, que segun la prueba de Tukey la
especie que tiene mayor efecto citostatico fue la Euphorbia peplus L.
(IM=0,32%). El tiempo de tratamiento de mayor antimicética fue a las 8 horas
con latex al 3% de Euphorbia peplus L. “leche leche”, seguido del latex de Ficus
carica “higo” a las 24 horas.

Llanes®evalué diferentes aspectos de la actividad inmunomoduladora de 24
extractos de 10 plantas de la familia Euphorbiaceae sobre células
mononucleares de sangre periférica (CMSP) de individuos sanos. Demostrando

que los 24 extractos evaluados en este estudio presentaron actividad



inmunomoduladora directa sobre CMSP y quince de ellos tenian la capacidad de
modular la actividad biolégica de la PHA, CHX o LPS sobre CMSP. Al menos
uno de los extractos de cada planta tiene actividad directa sobre las CMSP o
modulan la actividad biolégica de los compuestos utilizados.

Chacua® sefiala que el latex de los higos y de las hojas tiene un efecto irritante
sobre la piel, debido a su contenido furocumarinas, por lo que se utiliza para
ablandar y estimular los callos, durezas y verrugas.

Yoc et al’evaluaron la actividad biocida, citotéxica y genotéxica de tres extractos
de plantas medicinales de la familia Euphorbiaceae. El unico extracto que
presentd actividad inhibitoria in vitro significativa contra bacterias y hongos fue
Euphorbia lancifolia con una CMI de 1 mg/mL contra Bacillus subtilis y
Trichophyton mentagrophytes (p=0,0312). Para la determinacion de citotoxicidad
y genotoxicidad se utilizé el bioensayo de Alliumcepal. con extracto de
Cnidoscolusaconitifolius var. mansa, Cnidoscolusaconitifolius var. estrella
presentaron actividad citotéxica y genotoxica significativa a concentraciones
menores de 1 mg/mL (p<0,0001).

Pillaca'’en su estudio demostré el efecto genotéxico in vitro del latex de plantas
medicinales antiverrucosasEuphorbia peplus L. “leche leche” y Ficus carica L.
“higo”. Los resultados demuestran que el latex de estas dos plantas tienen efecto
genotéxico sobre ADN genémico de linfocitos humano, donde el tiempo de
incubacién a una y cuatro horas, no influye en el efecto; mientras que las
concentraciones de los extractos, si influyen en el efecto genotéxico.

Mena' realiz6 la validacion farmacolégica del efecto analgésico y
antiinflamatorio, de hoja de Ficus carica “higuera”, de hoja de Persea americana
“aguacate” y flor de Calendula officinalis “flor de muerto” en infusién acuosa (fase
I); segun los resultados obtenidos y la evaluacién de los disefios experimentales
por medio del promedio de area bajo la curva de los porcentajes de inflamacién y
la prueba de Dunnett, se determiné que las infusiones al 10% de hoja de Ficus
carica “higo” y flor de Calendula officinalis ‘flor de muerto” a dosis de 750 y 1000
mg/kg de peso corporal presentaron efecto antiinflamatorio in vivo con
significancia estadistica (p<0.05). Por el contrario la infusion al 10% de hoja de
Persea americana “aguacate” no presentdé efecto antiinflamatorio in vivo
(p>0.05).

Itzic? sefiala que la utilizacién de la planta de higo, es un alimento altamente

energético laxante,” demulcente y balsamico. La ficina le confiere propiedades



antiinflamatorias y digestivas; también se utiliza para las afecciones respiratorias:
resfriados, gripe, faringitis bronquitis, enfisema, asma y otros como para la
irritacién gastrointestinal, inflamaciones locales: estomatitis, gingivitis, abscesos,
forinculos, quemaduras. El latex se emplea popularmente como antiverrucoso.
Silvers' realizé el estudio clinico de la actividad antifingica del gel con tocte,
higo, dulcamara y salvia en nifios de la comunidad Sanjapamba con Malassezia
~ furfur (hongo), evalué como actua el gel al aplicar en los rostros de los nifios con
Malassezia furfur, comprobandose que en la aplicacién del control positivo con
neo-nystasolona (crema antimicética), con aplicacion cada 24 horas reduce en
un (95,15%) de igual forma con el gel da 96,87% de efecto sobre Malassezia
furfur a los 15 dias de tratamiento.

Kloucek et al™*

realizaron un ensayo antibacteriano sobre extractos etandlicos al
80% de nueve plantas obtenidos por maceracion durante 5 dias, una de las
muestras ensayadas fue la Caesalpinea spinosa (vainas); se utilizaron cinco
cepas Gram positivas y tres Gram negativas usando el método de microdilucion
del caldo de cultivo (broth microdilution). Los resultados son poco relevantes
para la muestra mencionada a excepcién del ensayo contra Enterococcus
faecalis en el que se observé una CIM de 0,5 pug/ml, mientras que para
Bacilluscereus fue de 8 ug/mL y de 16 pg/mL para Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis y Bacteroides fragilis.
Ferreira'® estudid un extracto hexanico a base de Caesalpinia spinosa, fue
ensayado para comprobar su actividad antifingica como una alternativa del
control de la enfermedad de fusariosis en diversos cultivos asi como las
manchas de Phoma en las hojas de las plantaciones de café. Los autores
consideran que podria ser una alternativa ya que los extractos inhibieron el
crecimiento micelial en el rango de 3,95% a 32,20% para el Phoma tarda y de
7,29% a 33,83% para el Fusarium solani.

Shibata™® realizé un estudio que consistié en el aislamiento del galato de etilo
como componente activo de la vaina de tara, lo que condujo a que los autores
hicieran ensayos comparativos con diferentes galatos de alquilo, demostrando
que la longitud de la cadena alquilica juega un rol importante en esta actividad
biolégica.

De la Cruz" determiné el efecto del extracto hidroalcohdlico de Caesalpinia
spinosa (Molina) Kuntze “tara” sobre la viabilidad de Streptococcus B hemolitico.
Encontrandose que la actividad antibacteriana del extracto de Caesalpinia



spinosa frente a Streptococcus B hemolitico aumenta a medida que se eleva
(25% a 100%) la concentracion del extracto.

Mendoza'®demostré que la lectina de semillas de Caesalpinia spinosa purificada
_y caracterizada a través de extraccion salina que mediante el analisis en SDS-
PAGE purificada era homogénea, capaz de aglutinar eritrocitos del grupo
sanguineo humano “B” Rh+ coh una CMI de 3,86 pg/mL y esta actividad fue
inhibida por D-glucosa, D-manosa, D-maltosa, D-glucosamina, N-acetil
glucosamina (3,25 mM) y el agente quelante EDTA (0,31 mM), lo que sugiere
que puede ser considerada como una lectina tipo C. La comparaciéon de la
secuencia aminoacidica con otras secuencias de vegetales determiné que la
lectina de Caesalpinia spinosa tiene homologia con lectinas de la familia
Leguminosae.

Escobar'®determiné el efecto antibacteriano del extracto alcohdlico en diferentes
concentraciones de Caesalpinia spinosa sobre la viabilidad de Corynebacterium
diphtheriae usando inéculos estandarizados con el Nefelémetro de McFarland N°
0,5; encontrandose que el promedio de los diametros de los halos de inhibicion
obtenidos con las diferentes concentraciones ensayadas varia de 34,11 a 43,55
mm. A medida que se aumenta la concentracion del extracto alcohdlico de
Caesalpinia spinosa se obtiene mayor diametro de halo de inhibicion.

Ananca® determiné el efecto antibacteriano del extracto acuoso de vainas de
Caesalpinia spinosa, en concentraciones que corresponden a 17,5, 16,25, 15,
13,75, 12,5, 11,25, 10, 8,75, 7,5, 6,25 pug/mL, en cepas de Staphylococcus
aureus y Strepltococcus pyogenes, usando indéculos estandarizados con el
Nefelometro de McFarland N° 0,5. Se encontré que se inhibid el crecimiento de
Staphylococcus aureus cuyo CMI fue de 12,5 pg/mL y el CMB fue de 15 pg/mL;
para la inhibicién de Staphylococcus pyogenes elCMI fue de 13,7 pg/mL vy el
CMB fue de 16,25 pg/mL. Se determind que el extracto acuoso de Caesalpinia
spinosa “tara” tiene actividad antibacteriana in vitro contra Staphylococcus
aureus 'y Staphylococcus pyogenes.

Sampaio®'en este estudio determiné la actividad antimicrobiana del extracto de
la Caesalpinia ferrea Martius contra los microorganismos patégenos orales mas
comunes. Los valores de la concentracion minima inhibitoria para Candida
albicans, Streptococcus mutans, Streptococcus salivarius, Streptococcus oralis y
Lactobacillus sp fueron de 25.0, 40.0, 66.0, 100.0, 66.0 pg/mL, respectivamente.
Se utilizé la clorhexidina como control positivo y solucién salina como control



negativo. El extracto de Caesalpinia ferrea Martius inhibié el crecimiento in vitro
de las bacterias patégenas orales. e

Miyamoto et al”’evaluaron la genotoxicidad del aceite esencial de Eucalyptus
globulus, usando un ensayo de segregacion somatica y una cepa diploide de los
hongos Aspergillus nidulans, heterocigotos para los marcadores nutricionales y
de color de conidios. Los principales compuestos de la muestra actual de aceite
esencial fueron eucaliptol (49,0%), a-pineno (8,9), B-pineno (1,5), globulol (6,9),
a-eudesmol (1,12), spathulenol (1,42), y-cadineno (1,45), trans-B-elemenone
(1,23) y aromandendrene (2,3), por un total de 74% de aceite. Aceite en 0,12 y
0,25 I/mL fue encontrado para aumentar la inestabilidad mitética de la cepa
diploide original y el numero de recombinantes mitéticos diploides de Aspergillus
nidulans. La genotoxicidad del aceite se asoci6 con la induccién de
sobrecruzamiento mitético.

Damjanovic et al®® en la investigacion realizada con Eucalyptus globulus Labillen
Montenegro, analizaron por gas cromatografia-espectrometria de masas y su
actividad antimicrobiana se evalué contra 17 microorganismos, incluyendo
bacterias que causan intoxicacién alimentaria y el deterioro. Mientras que el
resultado en la identificacion de un total de 11 constituyentes, cineol (85,8%), a-
pineno (7,2%) y B-mirceno (1,5%) son los componentes principaleé. Los
resultados de los ensayos de actividad antimicrobiana revelé que el aceite
esencial de Eucalyptus globulus Labilltiene Ilugar una fuerte actividad
antimicrobiana, especialmente contra Streptococcus pyogenes, Escherichia coli,
Candida albicans, Staphylococcusaureus, Acinetobacter baumannii y Klebsiella
pneumoniae. La concentracion minima inhibitoria revelé Ia‘ menor actividad
contra Pseudomonas aeruginosa ySalmonela infantis (3,13 mg/mL) mientras que
la mayor actividad fue contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli y
Streptococcus pyogenes (0,09 mg/mL).

Orihuela et al**evaluaronel efecto citotéxico y genotdxico del extracto acuoso de
Caesalpinia spinosa “tara” en células del meristemo radicular de Allium cepa
“cebolla”, se utilizaron vainas de “tara” colectadas en la provincia Tarma, Junin, a
partir de las cuales se preparé un extracto acuoso. Se hicieron diluciones al
0,01%, 0,1% y 1% con las cuales fueron tratados bulbos de cebolla durante tres
dias. El control positivo fue CuSO,4 0,01M y el control negativo fue agua potable
esterilizada con radiaciébn UV. La citotoxicidad se evidenci6 mediante la

diferencia de longitudes de las raices antes y después de los tratamientos.



Luego, con dichas raices se hicieron preparaciones citogenéticas que permitan
evidenciar la genotoxicidad mediante dafios visibles en la cromatina. La
citotoxicidad se cuantifico mediante porcentajes de inhibicion de crecimiento de
raices, los cuales fueron de 27,63%, 83,33% y 94,30% para las concentraciones
0,01%, 0,1% y 1%, respectivamente. Para la genotoxicidad, el porcentaje de
células normales fue de 75% y 14 % para las concentraciones 0,01% y 1%,
respectivamente. Se concluye que el extracto acuoso de “tara” produce
citotoxicidad en raices de cebolla, directamente proporcional a la concentracion,
y la genotoxicidad del extracto es mayor a concentraciones de 0,1% y 1%.
Ayala® en su estudio demostré el efecto genotdxico in vitro de plantas
medicinales antibacterianas Spartium junceum L. “retama”, Caesalpinia spinosa
(Molina) Kuntze*tara” y Eucaliptus globulus Labill“eucalipto”. Los resultados
demuestran que los extractos hidroalcohdlicos de estas dos plantas tienen efecto
genotoxico sobre ADN genémico de Staphylococcus aureus, donde el tiempo de
incubaciéon a una y cuatro horas, no influye en el efecto; mientras que las
concentraciones de los extractos, si influyen en el efecto genotéxico.

Carballo et al®® realizaron un estudio a nivel genotdxico de las plantas
medicinales: Chenopodium multifidum L. (Chenopodiaceae); Lithraea molleoides
Vell. Engl. (Anacardiaceae); Styphnolobium japonicum L Schott. (Fabaceae);
Prosopis alba Gris (Mimosaceae); Schkuhria pinnata (Lam.) (Asteraceae);
Solanum sysimbriifolium Lam. (Solanaceae), mediante el ensayo de
electroforesis de una sola célula. Se determiné que cuatro de ellas,
Chenopodium multifidum (paico); Schkuhria pinnata (canchalagua), Solanum
sisymbriifolium (espino colorado) y Li’thraea molleoides (molle de beber),
indujeron dafio al ADN, induciendo roturas de cadena simple y doble.

Brugés et al*’

realizaron una evaluacion preliminar de toxicidad, genotoxicidad y
actividad antimicrobiana de Sida rhombifolia L. a la cual se evalué la toxicidad de
extractos y fracciones utilizando como organismos de prueba Daphnia magna,
Hydra attenuata y Artemia salina. La actividad biolégica fue evaluada mediante la
prueba de sensibilidad a antimicrobianos y la genotoxicidad con el ensayo
Cometa. Los ensayos de toxicidad aguda con los organismos de prueba
muestran que los extractos acuosos son practicamente no téxicos (CL50 >1000
ppm). Los extractos etandlicos y las fracciones de acetato de etilo y cloroformo
presentaron actividad antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus y

Pseudomonas aeruginosa que puede ser atribuida a los metabolitos secundarios



(terpenoides, flavonoides) que estan presentes en esta especie. Los extractos
etandlicos presentaron una‘impo'rtante actividad genotéxica sobre los linfocitos
en el ensayo Cometa, siendo el extracto etandlico de raices el que presenta
mayor genotoxicidad (CL50 35 ppm). |
Reyes*’demostré- que el acido malinico posee un potente y selectivo efecto
anticancerigeno, apoptépico y diferenciador sobre células de carcinoma de
colon, utilizando dos lineas celulares de cancer de colon, HT29 Caco-2, que
difieren en la expresion de ciertos oncogenes y dos lineas celulares normales de
intestino, IEC6 y IEC-18. Este efecto cancerigeno se produce,
fundamentalmente, a través de los eventos como es de citotoxicidad y
genotoxicidad, esta dltima mediante un estudio de electroforesis en gel de
agarosa del ADN.

Guevara et al®®evaluaron el extracto fluido obtenido de las hojas de Melaleuca
leucadendron L. en un sistema de ensayo a corto plazo in vitro utilizando
Aspergillus nidulans cepa UH-223 para conocer la potencialidad del extracto
como reductor del crecimiento de las colonias e inductor de dafio genético en
este microorganismo. Los estudios se realizaron por el método de. incorporacioén
en placa y como resultado se obtuvo una disminucién considerable del tamario
de las colonias del microorganismo a causa del efecto téxico del extracto y a su
vez aumento el indice de segregacion mitética como expresién de genotoxicidad
para el microorganismo de ensayo, se obtuvieron valores incluso superiores al
control positivo utilizado.

Reynoso® evalud la genotoxicidad de compuestos aislados (lupina, esparteina y
flavonoides) de Lupinus mexicanus y Lupinus montanus, utilizando la prueba de
cometa alcalino en linfocitos humanos y en los nucleos estaminales de
Tradescantia (Tradescantiasubacaulis y Tradescantia hirsutiflora, clon 4430) a
concentraciones de (0,01, 0,1, 0,5 y 1,0 mM). La migracién de la cauda en los
nucleos estaminales de Tradescantia expuestos a los extractos de Lupinus
mexicanus (19,12 a 25,99 y), Lupinus montanus (15,29 a 24,28 y) y la lupanina
(12,33 a 32,06 p) mostraron significancia estadistica (p< 0,01) respecto al testigo
negativo y por tanto, genotoxicidad en todas las concentraciones 0,01 a 1,0 mM.
La esparteina no presentd diferencia estadistica significativa (p>0,05) en las
concentraciones 0,01 mM (5,96 ), 0,1 mM (5,48 y) y 1,0 mM (5,44 p), soloenla
concentracion de 0,5 mM (7,01 p) con respecto al testigo negativo. Los

flavonoides tampoco fueron capaces de inducir actividad genotoxica (5,73 )



(p>0,05) en la concentracion de 1,0 mM y el resto de las concentraciones si

mostraron diferencia significativa con el testigo negativo.

2.2 Euphorbia peplus L. “leche leche”.
2.2.1 Clasificacion taxonémica
Se ubica en la siguiente categoria taxonémica:

Divisién : Magnoliophyta
Clase : Magnoliopsida
Subclase : Rosidae

Orden : Euphorbiales
Familia : Euphorbiaceae
Género 3 Euphorbia

Especie : Euphorbia peplus L.
Nombre Vulgar . “leche leche”

Fuente: Certificado emitido por el Herbanum Huamangensis de la Facultad de Ciencias Biologicas,
UNSCH (2014) (Anexo 1)

2.2.2 Descripcion botanica

Es una plantaanual con una longitud de 30 cm el tallo varia de rojo a verde en la
base cerca de la cima, las ramas desarrollan a medida que madura, las hojas:
tienen una longitud de 1-3 cm, forma (oval aguda), patrén (alteran a lo largo del
tallo, pero opuestas en la parte superior de la planta), las flores son amarillo-
verdoso, los frutos tienen tres Iébulos que contienen las semillas. Crecen en
zonas templadas subtropicales el suelo es calcareo arenoso. Se ubican:
preferiblemente en las sombras (jardines), bordes de caminos, tierras cultivadas,
campos himedos y acequias.”’

2.2.3 Usos tradicionales

La parte utilizada de Euphorbia peplus L. “leche leche” en medicina casera es el
latex, con propiedad antimicética, anticancerigena, purgante en pocas gotas,
como bactericida, para extirpar verrugas, como cicatrizante de heridas, como
antiséptico, etc. Al contacto con la piel puede producir dermatitis y por
fotosensibilizacion (exposicién prolongada al sol). Debe evitarse el contacto con
los ojos que puede producir desde irritaciones hasta ceguera. Afecta al aparato
digestivo, a los rifiones y al higado, en personas que ingieran el latex, pudiendo
causar la muerte.®
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La familia Euphorbiaceaecomo plantas de uso medicinal, descritas a
continuacién: Acalypha indica VeII.', es aplicada por via tépica para el tratamiento
de enfermedades de la piel. Euphorbia antiquorum Wall., es ingerido en dosis
bajas de latex seco que ayuda al libre movimiento de las extremidades. El tallo
de Euphorbia tirucalli Thunb., se prepara en infusién para tratar enfermedades
de la piel en nifios. El aceite extraido de las semillas de Ricinus communis L.
alivia el dolor de estébmago al aplicarse en el abdomen en el caso de Ricinus
communis. Croton socotranus Balf. f. y Euphorbia socofrana Balf. f. son

I'°. Croton

utilizadas para el tratamiento de enfermedades y heridas de la pie
reflexifolius Kunth., Euphorbia pulcherrima Willd ex Klotzsch y Jatropha gaumeri
Greenm., son utilizadas para el tratamiento de enfermedades dermatolégicas y

tumores en la piel.**32

2.2.4 Composicion quimica ;

Principios activos; alcaloides (euphorbina), dihidroxicumarina, esteres
diterpenos, ingenol 3-angelate (PEP005).*

De la especie Euphorbia peplusl.se aislaron derivados de jatropano, ingenanos

'y pepluanos.®

2.3 Ficus carica L. “higo”.
2.3.1 Clasificacion taxonémica.
Se ubica en la siguiente categoria taxonémica:

Divisién : Magnoliophyta
Clase : Magnoliopsida
Sub clase : Hamamelideas
Orden : Urticales
Familia : Moraceae
Género : Ficus

Especie : Ficus Carica L.
Nombre Vulgar : “higuera”

Fuente: Certificado emitido por el Herbarium Huamangensis de la Facultad de Ciencias Biologicas,
UNSCH (2014) (Anexo 2)

2.3.2 Descripcion botanica

Arbol de pequefio porte, caducifolio, de tronco corto, grueso, con la corteza de

color gris. Ramificada desde la base con frecuencia en estado natural. Copa
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redondeada, amplia, muy densa y de muy buena sombra. Hojas de gran tamario,
alternas, de 10 a 20 cm de longitud, anchas y largamente pecioladas, con cinco
I6bulos de 3 a 7 cm, con la base truncada o redondeada, de margen algo
dentado. Limbo aspero al tacto, de color verde oscuro en el haz y mas claro y
tomentoso en el envés, con la nerviacién destacada. Especie dioica, las flores,
son muy pequefias, se encuentran en el inferior de un receptaculo carnoso
llamado sicono (higo) que vienen a ser los frutos grandes y auxiliares, solitarios o
. en pares. La forma varia desde globosa a aperada y se conocen con el nombre
de higo qué contienen semillas en forma de nucula, y el color puede variar de
verde a purpura verduzco. La pulpa es comestible y de agradable sabor.*

Se encuentran fundamentalmente en las regiones tropicales o subtropicales de
nuestro pais. En general estdn muy aprovechadas en jardineria, especialmente

en su época juvenil como plantas de maceta en interior.*’

2.3.3 Usos tradicionales

De gran eficacia contra todos los problemas relacionados con la respiracién
(dolores de garganta, problemas pulmonares y tos). Llevan gran cantidad de
lignina, una fibra alimentaria que no se puede digerir, facilitando asi problemas
de estrefiimiento. Son los higos una gran fuente de energia dado la cantidad de
carbohidratos que presentan. La cantidad de calcio que tienen es sumamente
interesante por ser muy similar a la de la leche siendo de este modo muy
beneficiosos para las aftas bucales, gingivitis y abscesos. El hierro que
presentan puede ayudar mucho en personas con anemia o trastornos en la
asimilacion de hierro. Son muy Utiles ante una regla menstrual dolorosa, ademas
higo es una fuente muy rica de benzaldehido, un agente anticancerigeno.
Contiene enzimas y flavonoides que ayudan en el proceso.*

La parte utilizada del Ficuscarica L. es el latex, se usan para el tratamiento de las
verrugas de piel, generando una desaparicion y rapida cicatrizacion.Dadas sus
excelentes cantidades de hierro, puede utilizarlos en ensalada como fuente
complementaria de este mineral. Muy utiles en la preparacién de reposteria
cortados en trozos pequefios. Es muy aconsejable preparar mermelada.’®

El latex que emanan sus hojas puede usarse como analgésico contra picaduras
de insectos y para la maceracion de carne, aunque produce alergias en
determinadas personas. De las hojas se puede obtener un tinte negro para el
cabello.®®
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2.3.4 Composicion qu:mlca .

Ficus carica L. tiene numerosos compuestos bioactlvos como mucilagos,
flavonoides, vitaminas, enzimas, nicotinicos acido y tirosina. Ficus, estigmasterol,
psoraleno, taraxasterol, beta-sitosterol, rutina, sapogeninas, acetato calotropenyl,
lepeolacetate y acido oleandélico, sistosterol estan presentes en la hoja.*

Tallo: campesterol, hentriacontanol, estigmasterol, euphorbol y su exacosanate,
y taraxerone.”’

Hojas: humedad 67,6%; proteina 4,3%; grasa 1,7%; fibra cruda 4,7%, cenizas
5,3%, extracto libre de nitrogeno 16,4%; pentosanas 3,6%; caroteno,
bérgaptene, estigmasterol, sitosterol, y la tirosina. ficusin, taraxasterol, beta-
rutina, sapogeninas, acetato Calotropenyl,epeolacetate y oleandlico.*’

Latex: caucho (2,4%), resina, albamina, cerin, azGcar y acido malico, renina,
enzimas proteoliticas, diastasa, esterasa, lipasa, catalasa, peroxidasa.”’

Semilla: contienen 30% de un aceite fijo que contiene los acidos grasos; acido
oleico 18,99%, linoleico 33,72%; linolénico 32,95%; palmitico 5,23%; estearico
2.1 8%; araquidico 1,05%. Es un aceite comestible y puede ser utilizado como

un lubricante.®’

2.3.5 Propiedades fitofarmacolégicas

Actividad hepatoprotectora: Reversion significativa de bioquimicos, histolégicos
ycambios funcionales inducidos por donde éter de petréleo extraer el tratamiento
en ratas tratadas rifampicina, lo que indica prometedora actividad
hepatoprotectora.®®

Actividadhipoglucémica: El extracto de la hoja inducida por un hipoglucemiante
significativaefecto de la administracién oral o intraperitoneal enratas diabéticas
por estreptozotocina. La pérdida de peso fue impedido en las ratas diabéticas
tratadas y la supervivencia indice fue significativamente alterada por la insulina
en plasma niveles. Los resultados muestran que Ficus carica extracto acuoso
tiene una clara actividad hipoglicemiante.*®

Actividad anticancerigena: Compuestos activos Bio como 6 - O-acil-B-D-glucosil-
B- aislado como un potente agente citotéxico del latex deFicus carical..tanto lo
natural y la sintética mostraron efectos inhibitorios in vitro enla proliferacién de
diversas lineas celulares de cancer.®®

Actividad antioxidante: Los potenciales electores que promueven la salud de
frutos fueron estudiados con seis variedades de higuera comerciales difieren en
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el color (negro, rojo, amarillo y verde) se analizaron los polifenoles y flavonoides
totales, capacidad antioxidante, y el perfil de antocianinas. En la misién de color
oscuro y el rojo. Brow-Turquia variedades, la fraccion antocianina aportaron 36
28% de la capacidad total de antioxidante, C3R (cianidina-3 - O-rutindsido)
aportaron el 92% del total la capacidad antioxidante.*®

Actividad antipirética: el extracto de etanol de Ficus carica L., a dosis de 100,
200 y 300 mg/kg mostrd significativa dependiente de la dosis reduccion de la
temperatura corporal normal y la levadura provocado a temperatura elevada. El
efecto extender hasta cinco horas después de la administracion del farmaco
cuando se compara a la de paracetamol (150 mg/kg.).*®

Actividad antibacteriana: el extracto de metanol de (PRM, 0,156 a 5 mg/mLMBC,
0,313 a 5 mg/mL) mostraron una fuerteactividad antibacteriana contra las
bacterias orales. Los efectos de combinacién de extracto de metanol con
ampicilina y gentamicina fueron sinérgica contra bacterias orales.*®

Actividad fungicida: metandlico, hexanoico, acetato cloroférmico y acetato
extractos de Ficus carical., latex fueron investigados porsus propiedades
antimicrobianas in vitro contra cincoespecies bacterianas y siete cepas de
hongos.*®

2.4 Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze“tara”.
2.4.1 Clasificacion taxonémica

Se ubica en la siguiente categoria taxondémica:

Division : Magnoliophyta

Clase : Magnoliopsida

Sub clase : Rosidae

Orden : Fabales

Familia : Caesalpiniaceae

Género : Caesalpinia

Especie : Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze
Nombre Vulgar : “tara”

Fuente: Certificado emitido por el Herbarium Huamangensis de la Facultad de Ciencias Biologicas,
UNSCH (2014) (Anexo 3)

2.4.2 Descripcion botanica
Es un arbol pequefio, de dos a tres metros de altura, de fuste corto, cilindricoy a

veces tortuoso, y su tronco estd provisto de una corteza gris espinosa, con
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ramillas densamente pobladas. En muchos casos las ramas se inician desde la
base dando la impresion de varios tallos. La copa de la tara es irregular,
aparasolada y poco densa, con ramas ascendentes.Sus hojas son en forma de
plumas, ovoides y brillante ligeramente espinosa de color verde oscuro. Sus
flores son de color amarillo rojizo, dispuestos en racimos. Sus frutos son vainas
explanadas e indehiscentes de color naranja, contienen de 4 a 7 granos de
semilla redondeada, pero conforme madura va tomando tonalidades que van del
amarrillo al anaranjado- rojizo y de textura esponjosa. Sus semillas son
pequenas. Inflorescencia con racimos terminales ubicadas en la mitad distal,
flores hermafroditas, zigomorfas, caliz irregular provisto de un sépalo muy largo
de alrededor de 1 cm, con numerosos apéndices en el 22 borde, céncavo, corola
con pétalos libres de color amarillento, dispuestas en racimos con pedtinculos
pubescentes, articulado debajo de un caliz corto y tubular; los pétalos son
aproximadamente dos veces mas grandes que los estambres.* |

La tara crece en los climas secos, calidos y sub cdlidos de la costa, en la
‘vertiente occidental de los andes y valles interandinos. La tara es una especie
‘muy plastica en clima y suelo. En Perl, la tara se distribuye en los
departamentos de Ancash, Apurimac, Ayacucho, Cuzco, Huanuco, Junin,

Moquegua, Tacna y Lima.*

2.4.3 Usos Tradicionales

La tara tiene diversos usos tradicionales, la infusion de las vainas maduras se
utiliza para la amigdalitis en forma de gargaras, la infusién de las hojas se utiliza
para la estomatitis, la coccion de las ramas tiernas se usa como abortivo,
igualmente se prepara una bebida que se toma como depurativo del colesterol,
el cocimiento de las vainas se usan para secar las llagas de las piernas. En
general es también muy utilizada para el tratamiento de infecciones vaginales y
micoticas, para el lavado de ojos inflamados, para el dolor de estomago y
diarreas, para el reumatismo y resfriado, para curar ulceras, como cicatrizante,
entre otros. En la cosmética se utiliza para la evitar la caida del cabello, para su
tintura y para la elaboracién de champus y bronceadores; también se usa como
biocida contra piojos y otros insectos. A pesar del uso tan amplio no se
encuentra literatura cientifica que avale estos usos tradicionales. Igualmente las

recetas son solamente “recetas caseras”.*'
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2.4.4 Composicion quimica

Hojas: Contiene glicésidos, gomas, mucilagos, taninos (12.7% en la forma de
taninos galicos), antraquinonas: reina, sennoésido, agliconas libres, C-glicosidos,
aloe-emodina e iso-emodina, esteroides y flavonoides.*

Vainas:contiene taninos hidrolizables (galotaninos) en un rango de 40% a 60%
segun las condiciones ecoldgicas en las que vegeta, la hidrélisis de estos taninos
conduce a la separacion del acido galico; asi mismo se han aislado galato de
etilo y cuatro galatos del acido quinico correspondiendo a los ésteres metilicos
de 4,5-di-Ogaloilquinico y de 3,4,5- tri-O-galoilquinico, y a los acidos 3,4-di-O-
galoilquinico y 3,4,5-tri-O-galoilquinico.*?

Semillas: del endospermo se ha separado la goma o hidrocoloide
galactomananico en la que los componentes monoméricos galactosa y manosa
se encuentran en una relacion de 41:70. La viscosidad intrinseca permitié
determinar su peso molecular promedio en 351400, asi mismo la goma da lugar
a soluciones acuosas con caracteristica de fluido pseudoplastico con una
viscosidad promedio de 4000 cp.*

2.5 Eucaliptus globulus Labill“eucalipto”.
2.5.1 Clasificacion taxonémica
Se ubica en la siguiente categoria:

Divisién : Magnoliophyta

Clase : Magnoliopsida

Sub clase : Rosidae

Orden : Myrtales

Familia : Myrtaceae

Género : Eucalyptus

Especie : Eucalyptusglobulus Labill
Nombre Vulgar : “eucalipto”

Fuente: Certificado emitido por el Herbarium Huamangensis de la Facultad de Ciencias Bioldgicas,
UNSCH (2014) (Anexo 4).

2.5.2 Descripcion botanica ‘

Los eucaliptos son arboles perennes, de porte recto pudiendo llegar a medir
hasta 60 m de altura, la corteza exterior (ritidoma) es marrén clara con aspecto
de piel y se desprende a tiras dejando manchas grises. o parduscas sobre la
corteza interior, mas lisa.®®
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Las hojas jovenes de los eucaliptos son sésiles, ovaladas y grisaceas,
alargandose y tornandose coridceas de un color verde azulado brillante de
adultas; contienen un aceite esencial, de caracteristico olor balsamico, que es un
poderoso desinfectante natural. Presenta flores blancas y solitarias con el caliz y
la corona unidos por una especie de tapadera que cubre los estambres y el
pistilo (de esta peculiaridad procede su nombre, eu-kalypto en griego significa
"bien cubierto") la cual, al abrirse, libera multitud de estambres de color amarillo.
Los frutos son grandes capsulas de color casi negro con una tapa gris azulada
que contiene gran cantidad de semillas.*

El eucalipto es originario de Australia y de Tasmania. Actualmente, crece en
todas las regiones de clima subtropical. Habita en zonas bajas préximas al litoral

hasta los 300 msnm.*

2.5.3 Usos tradicionales:

El aceite esencial de eucalipto es antitusivo con un efecto algo inferior a la
codeina, mucolitico y expectorante, aumentando el volumen de produccién del
flujo del tracto respiratorio. Es también antiséptico. El extracto acuoso de la hoja
tiene propiedades hipoglucemiantes. También tiene propiedades repelentes de
insectos. Indicaciones terapéuticas. Se utiliza la hoja en catarros del tracto
respiratorio. El aceite esencial administrado indistintamente de forma interna o
externa, esta indicado en el tratamiento sintomatico de los catarros de las vias
respiratorias altas y congestién nasal, mientras que la aplicaciéon topica se

emplea también para afecciones reumaticas.*

2.5.4 Composicion quimica:

Las hojas contienen aceite esencial en una cantidad que varia entre el 1,5y el 3
%, en el aceite esencial el eucaliptol (1,8-cineol) representa el 75-85 %; otros
componentes activos en la hoja son los taninos, acidos polifendlicos, flavonoides,
ceras.*

En el aceite esencial se han identificado los monoterpenos canfeno, cineol, para-
cimeno; euglobal IB, IC y Il A, alfa y betafelandreno, geraniol y su acetato, iso-
fenchona, limoneno, mirceno, alfa y betapineno, trans-pineocarvol, terpineol, el
alfa-isbmero y su acetato, y valeraldehido; ademas de los sesquiterpenos
aromandreno, allo-aromandreno, cariofileno, euglobal IIl, IV A y IV B, globulol,
epiglobulol, ledol y viridiflorol. Ademas se han detectado en las hojas los
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flavonoides crisin, eucaliptin, hiperésido, procianidin B-2 galoil, prodelfinidin B-2
galoil, prodelfinidin B-5, y su digaloil, quercetin, iso quercetin, rutin, sewderoxilin

y 8-demetil sideroxilin.*

2.6 Staphylococcus aureus

Son cocos gram positivos, de 0.5-1.5 ym de diametro, catalasa positivos, que se
encuentran microscépicamente aislados, en pares, tétradas o formando racimos
irregulares, inmoviles, facultativamente anaerobios, no formadores de esporas,
generalmente no posee una membrana externa capaz de proteger el citoplasma
bacteriano, que tienen una gruesa capa de peptidoglicano y que presentan
acidos teicoicos en su superficie.*®

Una especie representativa viene a ser el Staphylococcus aureus, es un coco
que crece agrupado en racimos (de ahi su raiz “Staphylo”), es aerobio y
anaerobio facultativo por lo que puede crecer tanto en una atmésfera con
oxigeno y también sin el mismo, no presenta movilidad ni forma céapsula. Es
capaz de crecer hasta con un 10% de sal comun. Por esto puede crecer en el
agua del mar. Produce la fermentacién lactica. Es catalasa positivo y coagulasa
positivo, es la Unica especie estafilocécica humana que produce coagulasa, esta
enzima es también producida por Staphylococcus hyicus y Staphylococcus
intermeidius, pero estas son cepas de animales y no estan asociadas a
infecciones humanas. El Staphylococcus aureus en un agente patogénico que
actia como microorganismo sapréfito, se encuentra en la piel del individuo sano
pero en ocasiones en que las defensas de la piel caen puede causar
enfermedad. Estas bacterias también viven sin causar dafio en los pasajes
nasales. Pueden causar desde infecciones leves y graves e incluyen abscesos,
impétigos, fortinculos, carbunclo e infecciones sistémicas “graves que pueden
asociarse con. exfoliacion superficial de la epidermis”. Puede producir
enfermedades que pone en peligro la vida como neumonia, meningitis,
endocarditis, sindrome del shock toxico (SST) y sepsis.*

La patogenicidad de Staphylococcus aureus se manifiesta por elaborar una
variedad de toxinas extracelulares, incluyendo alfa-, beta-, sigma- hemilisinas,
coagulasas, hialuronidasas, exfoliatina, leucocidina y lipasa. La coagulasa puede
proteger a las células bacterianas de la fagocitosis cubriendo los neutréfilos con
fibrina, la proteina A, un componente de la pared celular puede unirse a la region
Fc, de las moléculas de la inmunoglobulina e interferir en la opsonizacién y
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fagocitosis. Las hialuronidasas son enzimas que hidrolizan el cemento
intercelular de los tejidos, féciiitando la diseminacion de los microorganismos.
Las exfoliatinas también tienen esta capacidad, pero su accion esta limitada al
estrato granuloso de la piel, produciendo ampollas y escaras en la epiderrhis.
Las leucocidinas son exotoxinas que ejercen efectos toxicos directos sobre los
neutrdfilos, granulacién de los lisosomas celulares y muerte celular. Las cepas
recuperadas de carbunclos y foriinculos en general producen lipasas capaces de
hidrolizar los lipidos de la piel, lo que permite la diseminaciéon de los
microorganismos. Las enteroxinas estafilocécicas, un grupo de proteinas
termoestables de cadena simple con un peso molecular de 28000 a 35000
dalton, se dividen en siete tipos: A, B, C, C2, D, E y F. Las enterotoxinas A y B
habitualmente se asocian con envenamiento estafilocécico de alimentos
humanos; la enterotoxina B por lo comln es producida por cepas relacionadas

con infecciones hospitalarias.*

2.7 Candida albicans.

Las especies de Candida son levaduras unicelulares. Aunque su poder patégeno
es conocido desde la época de Hipocrates, su interés creciente comienza a partir
de 1940 con la introduccién de la antibioterapia.*®

Se cultiva con facilidad en todos los medios y sobre un substrato sélido y forma
colonias redondeadas blanco grisaceos, como si estuviera recubierta de azlcar
en el plazo de 48 horas. Crecen bien en aerobiosis a temperatura ambiente
(26°C a 30°C) y al 37°C. Las especies saprofitas no crecen a altas
temperaturas.”’

La candida albicanses una levadura, tiene una pared celular bastante compleja
compuesta por B-glucanos, mannoproteinas y una pequefia cantidad de quitina.
El mayor componente son los carbohidratos que conforman alrededor del 80 a
90% de peso de humedo de la célula, un 2% de liquidos y un 3 a 6% de
proteinas.*’ '

La principal fuente de infeccidn de los seres humano es la via endégena; la
candida albicans es comensal de la piel del tubo digestivo. De las vias
respiratorias superiores y del tracto genital femenino, la piel y las mucosas
intactas son la primera barrera de la defensiva frente a su infeccién. También es

posible la transmisién inter humano y a partir de ambientes hospitalarios.*
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Las infecciones localizadas se observa en pacientes que sufren de alteraciones
de las barreras naturales de la defensa, siendo factores que predisponen a
padecer la enfermedad. Debilidad general, el uso de catéteres urinarios o
intravenosos, el uso de antibiéticos de amplio espectro que alteran la flora
normal, tratamiento con corticosteroide.*'

En la fase de terminacién la presencia de tubos germinativos constituye el inicio
del crecimiento micelial de candida albicans y se acompaina de una adherencia y
virulencia aumentada, la formacién de hifas de candida en condiciones
ambientales - favorables (temperatura de 37°C y PH, 7), produce una capa
superficial adicional en comparacion con la fase de blactospora que es la
responsable del aumento de adherencia tanto a distintos polimeros como a las
células de la mucosa. Esta capa adicional esta formada de fibrillas, compuestas
de manoproteinas de distinto peso molecular, que son retenidas sobre la

superficie plastica.®*%®

2.8 Leishmania sp.

La Leismania sp es un protozoario dimérfico de género Leishmania que
pertenece al reino Protista, subreino Protozoa, orden Kinetoplastida y a la familia
Trypanosomatidae. En la actualidad el género Leishmaniase divide en dos
subgéneros segun su desarrollo en el intestino de los fleb6tomos vectores:
Leishmania en el intestino medio o anterior y Vianniaen el intestino posterior,
medio y anterior de los flebétomos.>*%°

Son cuatro las formas clinicas de las Leishmaniasis. cutadnea, cutaneomucosa,
visceral y difusa. Las dos primeras son las mas frecuentes en el Perti. La difusa
se presenta rara vez y la visceral no ha sido descrita formalmente en el pais.®®
En general, Leishmania spse transmite indirectamente entre huéspedes por
medio de moscas de arena del género Phlebotomus y Lutzomyia, que son
vectores biolégicos. Cada especie de Leishmania se adapta a la transmision en
ciertas especies de moscas de arena. Sélo las hembras se alimentan con
sangre. La actividad de las moscas ocurre cuando el clima es himedo y no hay
viento ni lluvia.””

Para el diagnostico molecular se cuenta como método de referencia con la
reaccion en cadena de la polimerasa-18S, que amplifica un fragmento de 115 pb
de la regién 18S del gen que codifica el ARN ribosomal, y cuyos valores de
sensibilidad y especificidad son adecuados: (S: 92% en sangre, 92,9% en
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médula ésea y E: 99,6 en personas procedentes de areas no endémicas).
Posteriormente, se informé una sensibilidad de 93,2% en casos de enfermedad
cutdnea y mucocutanea, y de 86% en enfermedad visceral, siendo Ia
especificidad de 95 % en personas de area endémica y de 98,3% para personas
procedentes de areas no endémicas.®®

El tratamiento se divide en dos: de primera linea Antimonio N-Metil glutamine
(Glucantime) y de segunda linea Anfotericin B (Fungizone).*®

2.9 Linfocito humano.

Los linfocitos constituyen el 25% de los leucocitos sanguineos, y el 99% de las
células linfaticas. Existen unos 10 billones de linfocitos en el cuerpo humano, que
equivalen a la masa del cerebro.®®

Células linfoides: desde el punto de vista funcional podemos encontrar tres tipos
de células linfoides; los linfocitos originados de la medula 6sea, cuyo 6rgano
sinbnimo en las aves se denomina Bursa de Fabricio y por esta razon se
nombran linfocitos B, los que se originan del Timo, los linfocitos T Los linfocitos T
y B son los responsables de la respuesta inmune especifica.

Linfocitos B. reconocen al antigeno en forma soluble, por medio de sus
- inmunoglobulinas de membrana (mlg), que forman parte del complejo receptor
de las células B (BCR). En cada linfocito hay unas 150.000 moléculas de mig (de
las clases M y D), que han sido sintetizadas por él. Todas estas moléculas
poseen la misma especificidad antigénica.®

- Linfocitos T: poseen un receptor de membrana (TCR) asociado no
covalentemente al llamado complejo CD3, lo que conjuntamente se denomina
complejo receptor de las células T. Existen dos tipos de TCR, que definen dos
poblaciones diferentes de linfocitos T, las denominadas TCR2 y TCR1.%°

2.10 Modelo tridimensional del ADN

En 1953, Watson y Crick postularon un modelo tridimensional para la estructura
de ADN que estaba de acuerdo con todos los datos disponibles. Consiste en dos
cadenas helicoidales de ADN enrolladas alrededor del mismo eje, que forman
una doble hélice dextrégira. Los esqueletos hidrofilicos formados por unidades
alternas de desoxirribosas y grupos fosfato cargados negativamente se hallan en
el exterior de la doble hélice, en contacto con el agua circundante. Las bases
purinicas y pirimidinicas de ambas cadenas estan apiladas en el interior de la
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doble hélice, con sus estructuras en anillo hidrofébicas y practicamente planas
situadas a muy corta distancia las unas de las otras y en posicion perpendicular
con relacion al eje longitudinal de la hélice.*'

La relacion espacial entre las dos cadenas da lugar a la formacién de un surco
mayor y un surco menor en la doble hélice.La doble hélice o el duplex de DNA
se mantiene por dos tipos de fuerzas: enlaces de hidrogeno entre pares de
bases complementarias e interacciones por apilamiento de bases.®’

Las dos hebras tienen orientaciéon antiparalela; o sea que sus direcciones 5" —
3" son opuestas. Las hebras mantienen un registro exacto debido al
apareamiento regular de las hebras: A se aparea con T a través de dos enlaces
de hidrogeno; G se aparea con C mediante tres enlaces de hidrégeno. Esta
complementariedad de pares de bases es consecuencia del tamario, la forma y
la composicion quimica de las bases. La presencia de miles de estos enlaces de
hidrégeno en una molécula de DNA contribuye en gran parte a la estabilidad de
la doble hélice. Las interacciones hidréfobas y de van der Waals entre los pares
de bases adyacentes apilados también contribuyen a la estabilidad de la
estructura del DNA.®

En principio, dos hebras de polinucleétidos pueden formar una hélice que gira
hacia la derecha o hacia la izquierda, dado que la geometria de la columna
vertebral de azucar-fosfato se mas compatible con el DNA natural, es una hélice
que gira hacia la derecha. Los patrones de difraccién por rayos X del DNA
indican que las bases apiladas estan separadas por un espacio regular de 0,34
nm, a lo largo del eje de la hélice. La hélice completa un giro cada 3,4nm; en
consecuencia, hay unos 10 pares por giro. Esto se denomina la forma B del
DNA, la forma normal presente en la mayoria del DNA celular.®

Las dos cadenas antiparalelas de polinucleétidos en el DNA en doble hélice no
son idénticas ni en secuencia ni en composicién de bases. En cambio, son
complementarias entre ellas, la caracteristica fundamental del modelo de las dos
hebras de DNA. El proceso de copia de la estructura (replicacién) podria
proceder de una manera logica a través de (1) separacion de las dos hebras y
(2) la sintesis de una hebra complementaria para cada una de ellas mediante las
concatenadas de nucleétidos en la secuencia especificada por las reglas de
apareamiento de bases comentadas anteriormente. Cada hebra preexistente
podria funcionar como un molde para dirigir la sintesis de la hebra
complementaria.®’
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2.11 Cuantificacion y determinacién de pureza de ADN

La pureza del ADN es un factor muy importahte para los subsecuentes analisis
moleculares. Existen en general métodos diferentes para medir la cantidad de
acidos nucleicos en solucién entre los cuales podemos mencionar al método de

absorbancia y el de fluorescencia.®®

2.11.1 Espectrofotometria

La capacidad que tiene el ADN de absorber luz a una determinada longitud de
onda (260 nm) permite el calculo de la concentracién de acido nucleico de la
muestra. Si la densidad 6ptica (OD) es 1, corresponde a aproximadamente 50
pg/mL de cadena doble de ADN, entonces calculamos la concentracion de ADN
que tenemos en nuestras muestras, midiendo simplemente su absorbancia, sin
necesidad de realizar una curva patréon. Las proteinas tienen un maximo de
absorcién a 280 (principalmente por residuos de triptéfano), asi las lecturas a
esta longitud pueden mostrar si existen algin contaminante proteico. El célculo
de una relacion entre las lecturas a 260 nm y 280 nm es una manera comun para
hacer un estimado de la pureza o evaluar la contaminacién de una preparacion
de ADN con proteinas de acido nucleico, esta relacion debe estar entre los
valores de 1,8 y 2,0. Si la muestra es pura, el primer método cominmente usado
para la cuantificacién es el de espectrofotometria.®

2.12 Evaluacion genotoéxica

La genética toxicolégica estudia los efectos mutagénicos de sustancias quimicas
y radiaciones, asi como las consecuencias para la salud humana de la
exposicion a mutagenos, considerando como tal a cualquier agente que induzca
mutaciones génicas (cambio de uno o pocos pares de bases), aberraciones
cromosomicas estructurales (cambios en la estructura) o numéricas
(aneuploidias y poliploidias por afecciones en los componentes del aparato
mitético o meiético) o alteraciones al ADN (formacién de aductos, alquilacion de
bases, intercalamiento de bases), a los mecanismos de reparacion
(incrementando la sensibilidad a los efectos de muchos mutagenos), a los
eventos de recombinacién mitética.®

Las plantas medicinales no llevan una indicacion metodolégica especial para su
evaluacion genotoxica, por lo que deben ser sometidas a las mismas

regulaciones que rigen los farmacos en general. La evaluacion genotdxica de
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extractos de plantas medicinales deben ser realizadas, en primera instancia,
mediante ensayos in vitro, validados internacionalmente, que midan el dafio en
los niveles de mutaciones genéticas y cromosémicas.®

En el mundo las guias o rutas criticas para los estudios genotdxicos persiguen
como objetivo fundamental evidenciar qué tipo o a qué nivel de organizacion del
ADN opera el dafio causado por el compuesto evaluado. En concordancia con
ello se reconocen cuatro niveles: mutacion génica (nivel 1), mutacion
cromosoémica (nivel Il), dafio primario del ADN (nivel Ill), transformaciones
celulares (nivel IV), entre otras alteraciones®. Los ensayos pertenecientes a los
dos primeros niveles son muy variados y ampliamente utilizados, en especial las
pruebas in vitro que se caracterizan por tener una alta sensibilidad y
precision.*En los Gltimos afios las pruebas para medir dafio a nivel primario del
ADN, han alcanzado gran importancia entre los analisis de genotoxicidad.65

Si los resultados in vitro son negativos, debe continuarse, en segunda instancia,
con ensayos in vivo que respondan a los mismos niveles de dano genético que
se evaluaron in vitro. Una vez evaluados los niveles génico y cromosémico, con
ensayos in vitro e in vivo, se deben incluir ensayos que midan dafio primario al
ADN y de acuerdo con el resultado obtenido, se debe tomar la decision de
realizar ensayos que midan otras alteraciones y carcinogenicidad. En cualquiera
de los ensayos y niveles de dafio evaluados se deben emplear protocolos
estandarizados (validados internacionalmente) que tomen en consideracion las
dosis, el tipo de exposicién y la via de administracion propuesta para el
farmaco.®®

Con el fin de detectar en sus etapas iniciales la accion sobre el material genético
se utilizan las siguientes determinaciones in vitro que son muy utilizadas en el
campo de la investigacion cientifica para detectar genotoxicidad inicial:
aberraciones cromosoémicas, intercambio de croméatides hermanas;
micronicleos, sintesis de ADN no programada y electroforesis de una célula
(ensayo del cometa).®®

2.13 Electroforesis en gel

La electroforesis en gel es un modo conveniente de cuantificar el ADN y analizar
su estado fisico al mismo tiempo, se puede visualizar si existen contaminantes
que pueden estar presentes en la muestra de ADN o si estd degradado.Es la
aplicacion de las técriicas de separacion de macromoléculas en un campo
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eléctrico en funcion de su tamanio y carga eléctrica superficial, se define como el
método de separacion de sustancias cargadas al aplicar un campo eléctrico, de
modo que se diferencian en el comportamiento en un campo eléctrico. Aquellas
particulas cargadas positivamente (cationes) migraran hacia el catodo y las
cargadas negativamente (aniones) hacia el anodo.® _
Entre las macromoléculas, las mas utilizadas son las proteinas seguidas de los
acidos nucleicos, ya que ambos tipos presentan una carga importante, algo que
no presentan los lipidos, sin contar con que son insolubles. E! método consiste
en inmovilizar las muestras en estudio en un material gelatinoso (gel). El gel se
somete a una corriente eléctrica durante un perfodo de tiempo determinado.
Cada muestra comenzara a migrar a través de los poros del gel con una
velocidad diferencial, que dependerd de la carga eléctrica y del tamario
molecular. Cuando las separaciones se han completado se interrumpe el paso
de corriente y las muestras separadas se tifien para visualizarse. Cada muestra
se encontrara a una distancia distinta respecto al origen.®

Los &cidos nucleicos presentan carga y son solubles ya que tienen un grupo
fosfato, parte que confiere la carga, y esta presente de forma regular en la
estructura. Los acidos nucleicos tienen la capacidad de migrar en un campo
eléctrico y por tanto, son susceptibles de ser separados por electroforesis. El gel
se encuentra sumergido en un electrolito tamponado con tris-Borato (no glicina),
para garantizar que los acidos nucleicos estén cargados negativamente; por esto
a la técnica se le denomina electroforesis de inmersién. Las moléculas migraran
hacia el polo positivo, de modo que viajaran en esa direccion por el gel,
separandose por tamafio (n° de nucleétidos), a la hora de cargar la muestra se
colocan unos marcadores de frente (6X loading dye) que nos permita detener la
electroforesis en el momento que lo creamos oportuno.Para visualizar las
bandas, hay que teifir el gel o marcar radiactivamente las moléculas. El método
mas utilizado en geles de agarosa es el bromuro de etidio, el cual se comporta
como un agente intercalante, de modo que ademas de disminuir la densidad de
la molécula, tiene la capacidad de emitir luz cuando se le excita con luz
ultravioleta. Hay que tener cuidado con este compuesto ya que es altamente
cancerigeno.®®

La electroforesis en gel es muy utilizada en la deteccién, control de pureza,
caracterizacion, cuantificacién (por comparacion con controles) asi como

preparacion y purificacion (por extraccion de bandas desde el gel) de moléculas
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y fragmentos de DNA y RNA. Tiene dos mecanismos de separacion: la
electroforesis, que separa por la relacién carga/tamario y el tamizado por el gel,
que separa mayormente por tamafio. Los geles mas comunes sSon agarosa y

poliacrilamida.®
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. MATERIALES Y METODOS

3.1  Lugar de trabajo de investigacion

El presente trabajo de investigacion se desarroll6 entre los meses de agosto a
diciembre del 2014. La obtencién de los extractos y tamizaje fitoquimico de las
plantas en estudio, la extraccién de ADN gendmico de Staphylococcus aureus,
Candida albicansATCC 40028, Leishmania spM 2903 ylinfocito humano, los
ensayos de genotoxicidad se realizarén en el Centro de Investigacion en Biologia
Molecular y Bioinformdtica de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de Ia
Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga.

3.2 Definicion de poblacion y muestra

3.2.1 Poblacion:

Plantas de Euphorbia peplus L. “leche leche”, Ficus carica L. “higo”, Caesalpinia
spinosa (Molina) Kuntze“tara” y Eucaliptus globulus Labill "eucélipto”, que crecen
en los diferentes pisos ecoldgicos de la comunidad de Colpa del distrito de Acos
Vinchos, provincia de Huamanga, region de Ayacucho, Pera.

3.2.2 Muestra:

e 1000 pL de latex de Euphorbia peplus L. “leche leche”.

e 1000 pL de latex de Ficus carica L. “higo”.

* 500 g de vainas secas de Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze“tara”.

* 500 g de hojas de Eucaliptus globulus Labill “eucalipto”.

Las muestras fueron obtenidas en la comunidad de Colpa del distrito de Acos
Vinchos, provincia de Huamanga, regién Ayacucho e inmediatamente
transportadas a los laboratorios del Centro de Investigacion en Biologia

Molecular y Bioinformatica de la UNSCH.
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3.3 Diseiio metodolégico para la recoleccion de datos

3.3.1 Recoleccion de la muestra.

Las muestras de la Euphorbia peplus L. “leche leche” y Ficus carica L. “higo’
fueron recolectadas en la comunidad de Colpa del distrito de Acos Vinchos de la
provincia de Huamanga, region Ayacucho, en horas de la mafana y fueron
inmediatamente transportadas al laboratorio para los ensayos respectivos. Todas
ellas en buen estado de conservacion.

En el caso de Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze “tara” y Eucaliptus globulus
Labill “eucalipto” las muestras fueron recolectadas en la comunidad de Colpa en
horas de la manana y fueron inmediatamente transportadas al Laboratorio,
donde fueron secadas a temperatura ambiente bajo sombra previamente
acondicionada, teniendo como base papel Kraft que fue cambiada
constantemente y volteando la muestra para un secado uniforme, evitando el
deterioro por la humedad y separando aquellas que cambien de color o muestren
signos de alteracion. Una vez secada la muestra, se triturd empleando un
mortero, con la finalidad de reducir hasta un polvo fino y se procedi6 a realizar la
preparacion de los extractos hidroalcohdlico.

Para la identificacién taxonémica se emplearon muestras con hojas, tallos, flores,
vainas y frutos lo que corresponde a cada planta, lo cual se realizé en el
Laboratorio de Botanica de la Facultad de Ciencias Biologicas por la Blga. Laura
Aucasime Medina (Anexo 1, 2, 3y 4).

3.3.2 Obtencion del latex

El latex de “leche leche” se obtuvo realizando cortes en los tallos verdes, para
dejar caer en tubos eppendorf estériles de 1,5 mL; para el caso del higo se
realizé un corte en la base del fruto verde (sicono), para dejar caer el latex en
tubos eppendorf estériles de 1,5 mL.

3.3.3 Preparacion del extracto hidroalcohdlico

Los 500 g de muestra seca y pulverizada de cada planta medicinal en estudio de
tara y eucalipto, se macer6é en un frasco de vidrio color ambar por siete dias,
para ello se utilizé 1 L de alcohol 80° y cubrir a la muestra por lo menos con 1 cm
de diferencia; durante el proceso se agité el frasco por 15 min dos veces al dia
para que el alcohol se distribuya homogéneamente en la muestra. Las muestras
en maceracion se mantuvieron en un lugar fresco y oscuro. Luego se procedio a
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filtrar con ayuda del papel filtro, finalmente se llevé a un evaporador rotatorio
Buchi-3000 a presioén reducida y se concentré a sequedad en una estufa
Memmert. A partir de las cuales se realiz6 el tamizaje fitoquimico.

3.3.4 Tamizaje fitoquimico del latex de Euphorbia peplus L. “leche leche”,
Ficus carica L. “higo” y extracto hidroalcohdlico de Caesalpinia spinosa
(Molina) Kuntze “tara” y Eucaliptus globulus Labill “eucalipto”.

Se realizé una marcha fitoquimica cualitativa a los latex y extractos
hidroalcohdlicos obtenidos de las plantas medicinales en estudio, para identificar
los diferentes metabolitos secundarios, que se fundamentan en los cambios
estructurales ocasionados en los metabolitos presentes, como aparicion o
desaparicion de una coloracién, formaciéon o dilucién de un precipitado o
desprendimiento de gas. Las reacciones de identificacion, se realizé siguiendo la
metodologia propuesta por segtin Lock®’y Miranda®® (Anexo 5,6 y7).

3.4 Extraccion de ADN genémico de Staphylococcus aureus.

A partir de esta etapa del estudio se desarrollé en el Centro de Investigacion en

Biologia Molecular y Bioinformatica, se realizé la reactivacion y cultivo de la cepa

Staphyloccocus aureus en caldo Tripticase soya y luego en Agar Tripticase soya,

respectivamente, con la finalidad de obtener una masa celular bacteriana y

extraer el ADN genémico con el siguiente protocolo:*°

1. Se colocéd 400 pL de buffer TE 1X a un tubo eppendorf de 1,5 mL y en ella
se transferié con un asa de kolle aproximadamente 100 mg de masa celular
del cultivo joven de Staphyloccocus aureus.

2. Se afadié 60 pL de Lisozima (10 mg/mL) e incubé a 37°C por 2 h en bario
maria.

3. Luego se anadié SDS/proteinasa K (75 pL SDS 10% + 5 uL PK 10 mg/mL) e
incubd a 65°C por 15 min.

4. Se aumenté 100 ML NaCl 5M mas 5 pyL de CTAB (N-cetil-N,N,N-Trimetil
bromuro de amonio), e incubé a 65°C por 15 min.

5. Se agregé 750 pL de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1), se homogenizé
agitando suavemente con la mano durante 5 min y se centrifugdé a 14 000
rem por 15 min.

6. Luego de la formacién de dos capas en el tubo eppendorf, se trasvaso
cuidadosamente el sobrenadante a otro tubo eppendorf.
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10.

Se agregé 600 uL de isopropanol helado al 100%, luego se llevé a
refrigeracion a — 20°C por una noche.

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

Se anadi6é 1000 pL de etanol al 70%, se centrifugd a 14 000 rpm por 10 min.
Se descartd el sobrenadante y se rehidraté el sedimento con 100 pL de
agua bidestilada estéril, luego se guardé a — 20°C hasta su posterior
analisis. '

3.5 Extraccion de ADN genémico de Candida albicans ATCC 40028.

A partir de esta etapa del estudio se desarrollé en el Centro de Investigacion en

Biologia Molecular y Bioinformatica, se realizé la reactivacion y cuitivo de la cepa

Candida albicans, en caldo Tripticase soya y luego en Agar Sabouraud, con la

finalidad de obtener una masa celular bacteriana y se extrajo el ADN gendmico

con el siguiente protocolo®:

1.

10.

11.

Se colocd 400 pL de buffer TE 1X a un tubo eppendorf de 1,5 mL y en ella
se transfirid con un asa de kolle aproximadamente 100 mg de masa celular
del cultivo joven de Candida albicans y se incubd a 85°C por 25 min.

Se adicion6 SDS/proteinasa K (100 pL SDS 10% + 5 yL PK 10 mg/mL) y se
incubd a 65°C por 30 min.

Se aumenté 100 pL NaCl 5M mas 5 uL de CTAB (N-cetil-N, N, N-Trimetil
bromuro de amonio) y se incubd a 65°C por 15 min.

Se agreg6 750 pL de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1), se homogenizd
agitando suavemente con la mano durante 5 min y se centrifugdé a 14 000
rem por 15 min.

Luego de la formacién de dos capas en el tubo eppendorf, se trasvasé
cuidadosamente el sobrenadante a otro tubo eppendorf. |
Se adicioné 600 pL isopropanol helado al 100%, luego se llevé a
refrigeracion a — 20°C por una noche.

Se centrifugé a 14 000 rpm por 15 min y se descart6 el sobrenadante.

Se afiadi6 1000 pL de etanol al 70%, se centrifugd a 14 000 rpm por 10 min.
Se descart6 el sobrenadante y se dejé en la estufa a 37°C por 30 min.

Se rehidratd el sedimento con 90 pL de TE 0,1X, luego se dejé en
incubacion a 37°C por 1 h para que el ADN se disperse en el buffer.

Se agreg6 1 uL ARNasa de 20 mg/ L, se incubé a 37°C durante 1 h y luego
se guardd a — 20°C hasta su posterior analisis.
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3.6 Extraccion de ADN geﬁémico de Leishmania spM 2903.

3.6.1 Obtencion de parasitos a partir de cultivo. ,

A los parasitos crecidos en los frascos de cultivo, se les agregé5mL de solucion
salinaestéril. La fase liquida fue filtrada por una doble capa degasa para atrapar
el debris del medio de cultivo, sobre tubos de centrifugacion frios. A los tubos se
les agreg6 5 mL de solucion salina y después se centrifugd a 4°C a 5000 rpm por
15min. El sobrenadante se descarté agregando al pellet 10 mLde solucion
salina fria, se volvié a suspender el pellet suavemente y se centrifugé como la
vez anterior, este lavado se repitidé por tres veces, luego del cual nuevamente
se suspendi6 el pellet en 1 mL de solucién salina fria, se centrifugé a 10 000rpm
por 10min. Se descarto el sobrenadante y se guardé el pellet a —70°C.

3.6.2 Obtencionde ADN genémico de Leishmania spM 2903

A partir de esta etapa del estudio se desarrollé en el Centro de Investigacion en

Biologia Molecular y Bioinformatica, se realizé la reactivacion del cultivo, el pellet

del parasito fue descongelado y resuspendido con el siguiente protocolo.®®

1. Se colocé 1mL de buffer de digestion (100mM EDTA, 10mM Tris-HCI pH
7,5, 100mM NaCl).

2. Seafiadio1 mL de SDS/proteinasa K (SDS 1% + proteinasa K1mg/mL) y se
incubd a 55°C por 5 h en bafio maria con agitacién suave ocasional.

3. Luego se anadié 5uL deARNasa (100ug/mL) y se incubé a 50°C por2 h.
Se agregd 100uL de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) mezclandose por
inversion cuidadosamente, se centrifugd a 12,000rpm por 10 min y se
trasvasé la fase acuosa a otro tubo eppendorf.

5. Se repitiéel procedimiento 4 una vez masy luego solamente con cloroformo.
Luego de la formaciéon de dos capas en el tubo eppendorf, se trasvasé
cuidadosamente el sobrenadante a otro tubo eppendorf.

7. Se afadi60,1 volimenes de acetato de sodio 3M y 2,5 volimenes de etanol
absoluto helado. Se dej6 precipitar el ADN a — 20°C por 2 h.

8. Se centrifugd a 12 000 rpm por 30 min,el pellet se lavé dos veces con etanol
al 70% y se dejo secar a 40°C hasta que el alcohol se evaporé totalmente.

9. Se descart6 el sobrenadante y se rehidraté el sedimento con 1mL de buffer
TE (10mM Tris-HCI pH 8.0, 1imM EDTA) y almacenado a 4°C.
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3.7 Extraccion de ADN gendémico de linfocito humano:

Se solicitd la donacion de seis unidades de bolsa colectora de sangre

fraccionada conteniendo el paquete de glébulos blancos, para el desecho, se

consiguié6 en donacién del Banco de Sangre del Hospital Regional de

Ayacucho“Miguel Angel Mariscal Llerena”, para la obtencion del ADN de

linfocitoscon el siguiente protocolo descrito en Miranda.®®

p

10.

Se Transfirié6 1 mL de sangre (paquete globular) a un tubo de centrifuga con
tapa rosca y se adicion6 9 mL del tampon Tris— HCI 50 mM (pH 7.7)
precalentado a 37°C.

Se homogeniz6 e incubd a 37°C por 30 min, se centrifugd a 2500 rpm por 10
min para sedimentar los linfocitos.

Se descartoé el sobrenadante aspirandolo con una pipeta Pasteur dejando 1
mL del centrifugado en la parte inferior del tubo.

Se repiti6 dos veces los procedimientos 1 (esta vez con 5 mL de tampén
Tris — HCI 50 mM (pH 7,7), 2 y 3 hasta obtener un preparado claro.

Se adicion6 a 1 mL del centrifugado, 9 mL de soluciéon salina (NaCl al
0.85%), se homogenizé y centrifugé a 2500 rpm por 10 min.

- Se aspiré y descartd el sobrenadante dejando solo el sedimento, se re-

suspendié el paquete celular en 0,4 mL de la solucién “High TE" (Tris-HCI 50
mM, pH 8,0; EDTA 100 mM). Luego setransfirié a un tubo de microcentrifuga
de 1,5 mL.

Se adicion6 0,4 mL de solucién de lisis (Tris-HCI 10 mM, pH 8.0; EDTA 40
mM; SDS al 1%; NaCl 10 mM) precalentada a 50°C.

Se adicioné 7uL de la solucion de proteinasa K (20 mg/mL) e incubd por una
noche a 53°C.

Se adiciond 750 pL de la solucién de cloroformo alcohol isoamilico (24:1) y
se homogenizé por inversién delicadamente durante 10 min.

Se instal6 el tubo en la microcentrifugaa 14 000 rpm por 10 min para separar
las fases, luego se aspird la fase superior acuosa que contiene el DNA y se
transfirid a un tubo nuevo de microcentrifuga de 1,5 mL.

11. A la fase acuosa, se adicioné 750 pL de la solucién de cloroformo: alcohol

12.

isoamilico (24:1) y homogenizoé por inversion durante 5 min. Nuevamente se
centrifugé por 10 min a 14 000 rpm, se aspird la fase acuosa que contiene el
DNA y transfirié a un tubo nuevo de microcentrifuga de 1,5 mL.

Se adiciond la solucién de acetato de sodio 3M pH 5,2 en cantidad 20 pL.
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13.

14.

15.

16.

Se agregé 600 pL de alcohol isopropilico heladoy se dej6 en reposo por 1 h
en hielo. Luego se centrifugd a 14 000 rpm'por 15 min.

Se eliminé cuidadosamente el sobrenadante y se enjuagé el sedimento con
1 mL de etanol al 70%.

Se centrifugdé nuevamente a 14 000 rpm por 10 min eliminando el alcohol y
dejando secar el sedimento a temperatura ambiente.

Se re-suspendié el sedimento con 80 pL de la solucion “Low TE” (Tris HCI
50 mM, pH 8,0; EDTA 1 mM) y se guardd en la nevera hasta su posterior

analisis.

3.8 Cuantificacion de ADN genémico de Staphylococcus aureus, Candida

albicans ATCC 40028, Leishmania sp M 2903 ylinfocito humano.

3.8.1 Por espectrofotometria.

Procedimiento:

1.

Se homogenizé las muestras de ADN con una micropipeta de 100 pL,
manteniendo el tipo dentro de la muestra, luego presionando y retrocediendo
el pulsadorlentamente de manera uniforme unas 10 veces.

Se preparé el espectrofotémetro UV marca Eppendorf Bio Photometer plus,
con la opcién de cuantificar el ADN.

Para limpiar la superficie de muestra del adaptador se deposité 2 pL de
agua bidestilada estéril y se absorbié el agua utilizando papel tizu, para
mejor limpieza se repitié por dos veces. _
Nuevamente se depositd 2 uL de agua bidestilada estéril sobre la superficie
del adaptador, se colocé la tapa de factor 50 — Lp 0,2 mm y se presiono la
opcién BLANK para calibrar y obtener “cero de Absorbancia” (0,000 A®).

Se absorbié el agua utilizando papel tizd, luego se deposité 2 puL de la
muestra de ADN, se coloco la tapa y presiond la opcién SAMPLE para ver el
resultado de la cuantificacién y pureza de ADN en la pantalla del equipo;
luego se absorbi6 la muestra con papel “tizd”.

Se repitié los pasos 4 y 5 para la cuantificacion de cada muestra de ADN.
Terminada la cuantificacién de ADN, se deposité 2 yL de agua bidestilada

estéril, se secé con papel “tiz(” y se apagé el equipo.

3.8.2 Por electroforesis.
A partir del ADN cuantificado por espectrofotometria, se realizé diluciones

siguiendo los siguientes pasos:
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1. Conociendo la concentracion de ADN de una muestra, se realizé diluciones
sucesivas al décimo con agua bidestilada estéril, hasta obtener una
concentracion final de 10 ng/pL, en un volumen final de 100 pL.

2. A partir de ésta dilucion de la muestra de ADN, se procedi6 a preparar
volimenes de carga para electroforesis en gel de agarosa al 1%, segun la
siguiente tabla:

Tabla 1. Preparacion de las diluciones de ADN para patrones de banda en
electroforesis.
ADN stock_‘.,e Buffer Loading Volumen final de = Concentracion final
(10 ng/pL) carga(pL) de ADN(ng)

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

4. Luego se instalé la cAmara de electroforesis a la fuente de poder y se dejd
correr a 50 voltios por dos horas.

5. Se colored el gel de agarosa con bromuro de etidio al 1% por 10 min y dos
enjuagues suaves con agua corriente, luego se visualizdé por radiacién en
UV en el sistema de registrador de imagenes marca Biometra UV solo TS.
Adicionalmente se tomoé fotografias con una camara digital Canon 20x de
12,1 mega pixeles full HD, sobre un transiluminador UV marca Ultra Lum; en
ambos casos para visualizar las bandas de ADN a diferentes

concentraciones.

3.9 Ensayos de la genotoxicidad in vitro:

Se desarroll6 siguiendo el “Método Tomasevich” descrito en Miranda; ®*con las
siguientes fases:

3.9.1 Fase I: cuantificacion y preparacion Stock de ADN genémico.

El ADN gendmico de Staphylococcus aureus, Candida albicans, Leishmania sp y
linfocito humano obtenido, fue cuantificado por espectrofotometria UV en
eppendorf bio photometer plus; luego se preparé un stock de ADN a
concentracion de 10 ng/pL en un volumen final de 100 pL, para cada planta
medicinal en estudio.

3.9.2 Fase lI: Prueba de genotoxicidad in vitroen ADN genémico en estudio.
Con latex: Se prepard las soluciones del latex de cada planta medicinal, a
concentraciones de 10%, 25%, 50% y 100%, con agua bidestilada estéril.
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Se acondiciond las soluciones de genotoxicidad in vitro de ADN gendmico, de

acuerdo al detalle siguiente:

Tabla 2. Preparacion de las soluciones para la prueba de genotoxicidad “in
vitro” de ADN gendmico, por efecto de latex de plantas medicinales.

Condiciones Soluciones para prueba de genotoxicidad
in vitro |
N° de tubo 1 2 3 4 5
Stock de ADN (1 000 ng/pL)
' Volumen en pL 14 14 14 14 14
Latex Concentracion (%) 10 25 50 100 -
Volumen (pL) 0,6 1,5 3 6 -
Agua bidestilada estéril 54 45 3 - 6
Volumen total (uL) 20 20 20 20 20
Incubacion a 37°C (h) 1

Se realiz6 cuatro repeticiones de las pruebas de genotoxicidad in vitro, de cada
planta medicinal en estudio.

Con extracto hidroalcohdlico: Se preparé las soluciones de los extractos
hidroalcohdlico de cada planta medicinal en estudio, a concentraciones de 5
mg/mL, 10 mg/mL, 50 mg/mL y 100 mg/mL, con agua bidestilada estéril.

Se acondicioné las soluciones de genotoxicidad in vitro de ADN gendémico, de

acuerdo al detalle siguiente:

Tabla 3. Preparacion de las soluciones para la prueba de genotoxicidad in
vitrode ADN gendmico, por efecto de extractos de plantas medicinales.

Condiciones Soluciones para prueba de
genotoxicidad in vitro

N° de tubo 1 2 3 4 5

 Stock de ADN (1 000 ng/pL) Volumen en pL 14 14 14 14 14

Extracto Concentracion{mg/mL) 5 10 50 100 -

hidroalcohélico Volumen i} 6 6 6 6 i

Agua bidestilada estéril - - - - 6
~ Volumen total (pL) 20 20 20 20 20
; Incubacion a 37°C (h) 1

Se realizé cuatro repeticiones de las pruebas de genotoxicidad in vitro, de cada

planta medicinal en estudio.
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3.9.3 Fase lll: Electroforesis para la deteccién de genotoxicidad.

Se preparé el gel de agarosa al 1% y se coloco en una camara de electroforesis
Biometra.

Para el volumen de carga en gel de agarosa, de los productos de la reaccién de
genotoxicidad, se utilizé las siguientes cantidades: 1' ML de loading (colorante
sefializador de migracién de las bandas), 4 yL de la solucidén para la prueba de
genotoxicidad in vitro y 2 pL de agua bidestilada estéril, con volumen final de 7
UL, se mezcld y se cargé en el respectivo pozo del gel de agarosa para
electroforesis.Se instalé la camara de electroforesis a la fuente de poder y se

" corrigio a 30 voltios (V) por 5 h. -

3.9.4 Fase IV: Radiacion UV para la visualizacion de genotoxicidad.

Luego del tiempo de corrido electroforético, se sumergio el gel de agarosa en

una solucién de bromuro de etidio al 1% durante 10 min aproximadamente, se
enjuagd con abundante agua corriente y se hizo la lectura por radiacién en UV
en el sistema de registrador de imagenes marca Biometra UV solo TS,
adicionalmente se tomé fotografias con una camara 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.

3.9.5 Fase V: Interpretacion y clasificacion del registro visual de
genotoxicidad. '

La escala de los valores numéricos correspondientes a los niveles de
fragmentacién del ADN como producto de la genotoxicidad, fueron visualizados
en el registro fotografico,fue basado en la clasificacion del “ensayo cometa”
propuesto por Speit (1995) y Collins (2004), en tesis de Monica Marisol Larrea
Poma.*

Tabla 4. Valoraciéon numérica de la genotoxicidad.

- & S—
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3.10 Analisis Estadistico ‘ _

Los datos fueron agrupados y presentados en tablas, expresados en registros
fotograficos y figuras que explican mejor los hallazgos. La comparacién de
genotoxicidad se evalué mediante el paquete estadistico SPSS, se utilizo la
prueba de Kruskal-Wallis para mas de dos muestras independientes. El valor de
p=< 0,05, se consideré como el nivel estadisticamente significativo.
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IV. RESULTADOS
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Tabla 5. Metabolitos secundarios presentes en el latex de Euphorbia peplus L.
“leche leche”. Ayacucho 2014.

Metabolitos

. Ensayos Resultados Observaciones
secundarios

Alcaloides Mayer +++ Precipitado blanco
Flavonoides Shinoda +++ Anaranjado rojizo
Fenoles y/o : o
i Cloruro férrico ++ Precipitado azul
Saponinas Espuma ++ Espuma
Lactonas y/o Baljet + Precipitado naranja
cumarinas
Leyenda:
(+) :Leve

(++) : Moderada
(+++) : Abundante
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Tabla 6. Metabolitos secundarios presentes en el latex de Ficus carica L. “higo”.

Ayacucho 2014.
Meotabolitos - ayos  Resultados Observaciones
secundarios _ ; :

‘Alcaloides  Mayer Precipitado blanco

-~ Marrén claro .

Flavonoides _ . ° .;Shinoda

. Lactonas y/o .- ik * Precipitado naranja e

- cumarinas
Leyenda:
(+) :Leve
(++) : Moderada
(+++) : Abundante
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Tabla 7. Metabolitos secundarios presentes en el extracto hidroalcohdlico de
Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze “tara”. Ayacucho 2014.

Metabolitos

. Ensayos Resultados Observaciones
secundarios

Alcaloides Wagner it Precipitado blanco
Flavonoides Shinoda +++ Coloracién naranja
Fariolas gk Cloruro férrico ++4+ Coloracién azul
taninos
Lactonas y/o Baljet +++ Precipitado naranja
cumarinas ] P ]
Quinonas Borntrager +++ Coloracién roja
Leyenda:
(+) :Leve

(++) : Moderada
(+++) : Abundante
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Tabla 8. Metabolitos secundarios presentes en el extracto hidroalcohélico de

Eucaliptus globulus Labill “eucalipto”. Ayacucho 2014.

Metabolitos

: Ensayos Resultados Observaciones
secundarios
Alcaloides Wagner +++ Precipitado blanco
Flavonoides Shinoda +++ Coloracion roja
Fer_:oles ylo Cloruro férrico +++ Verde intensa
taninos
Lactonas y/o . . ;
it Baljet ++ Precipitado naranja
Quinonas Borntrager ++ Coloracién roja
Leyenda:
(+) : Leve

(++) :Moderada
(+++) : Abundante
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Tabla 9. Cuantificacion de ADN gendémico extraido de Staphylococcus aureus
por espectrofotometria UV. Ayacucho 2014.

Muestra c:[,;:le(:g?;ign ADN Proteinas Pu:e;; as
A 260 A 280 A260/A280

1 19076 0,763 0,399 1,91

2 2280,0 0,912 0,480 1,90

3 24462 0,978 0,557 1,76

4 1634,7 0,654 0,352 1,86

5 1558,3 0,583 0,300 1,94

6 22128 0,885 0,485 1,82




Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de seis muestras del ADN
gendmico extraido de Staphylococcus aureus. Ayacucho 2014.

Leyenda:

Carril 1: cultivo 1

Carril 2: cultivo 2

Carril 3: cultivo3

Carril 4: cultivo 4

Carril 5: cultivo 5

Carril 6: cultivo 6

Volumen de carga:

Muestra (4 uL) + colorante de carga (1 yL) + agua bidestilada estéril (2 pL) =7 uL
Condiciones de electroforesis: 30 voltios por dos horas.
Coloracion de ADN: Bromuro de etidio al 1% por diez minutos.
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Tabla 10. Cuantificacion de ADN gendémico extraido de Candida albicans ATCC
40028 por espectrofotometria UV. Ayacucho 2014.

E . Concentracién ADN Proteinas Pu;e;:lde |
| ADN (ug/mL) A 260 A 280 A260/A280 |
' "1 1122,8 0,449 0,215 ' 2,09

2 3520,8 1,408 0,693 2,00

3 3577,7 1,431 0,721 1,98

4 1483,5 0,803 0,422 1,90

5 3857,8 1,543 0,785 1,96

6 24399 0,976 0,485 2,01
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Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de seis muestras del ADN
gendmico extraido de Candida albicans ATCC 40028. Ayacucho 2014.

Leyenda:

Carril 1: cultivo 1

Carril 2: cultivo 2

Carril 3: cultivo3

Carril 4: cultivo 4

Carril 5: cultivo 5

Carril 6: cultivo 6

Volumen de carga:

Muestra (4 pL) + colorante de carga (1 pL) + agua bidestilada esteril (2 uL) =7 pL
Condiciones de electroforesis: 30 voltios por dos horas.
Coloracion de ADN: Bromuro de etidio al 1% por diez minutos.
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Tabla 11. Cuantificacion de ADN gendmico extraido de Leishmania spM 2903
por espectrofotometria UV. Ayacucho 2014.

et C:S;e{::?;isn ADN Proteinas Pu;‘\e;:lde

| A 260 A 280 A260/A280
| 1 1514,2 0,606 0,334 1,81
2 1718,3 1,058 0,580 1,82
3 1095,0 0,438 0,265 1,66
4 1795,2 1,518 0,848 1,79
5 1617,7 1,431 0,795 1,80
6 2272,3 1,069 0,582 1,83
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Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de seis muestras del ADN
gendmico extraido de Leishmania sp M 2903. Ayacucho 2014.

Leyenda:

Carril 1: cultivo 1.

Carril 2: cultivo 2.

Carril 3: cultivo3

Carril 4: cultivo 4.

Carril 5: cultivo 5.

Carril 6: cultivo 6.

Volumen de carga:

Muestra (4 pL) + colorante de carga (1 pL) + agua bidestilada estéril(2 yL) = 7 yL
Condiciones de electroforesis: 30 voltios por dos horas.
Coloracion de ADN: Bromuro de etidio al 1% por diez minutos.
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Tabla 12. Cuantificacion de ADN gendémico extraido de linfocito humano por
espectrofotometria UV. Ayacucho 2014.

Muestra c:gﬁe(':ltg'?;il_"’)“ ADN Proteinas Pu:\e;:l He
A 260 A 280 A260/A280

1 3306,4 2,123 1,353 " 1,57

2 2776,4 1,111 0,824 1,35

3 1389,6 0,556 0,264 2,10

4 2672,3 1,069 0,532 2,01

5 27317 1,093 0,596 1,85

6 1634,7 0,654 0,352 1,86
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Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de seis bolsas colectoras de
sangre del ADN gendmico extraido de linfocito humano. Ayacucho
2014.

Leyenda:

Carril 1: ADN genémico de bolsa 1.

Carril 2: ADN gendémico de bolsa 2.

Carril 3: ADN gendémico de bolsa 3.

Carril 4: ADN gendmico de bolsa 4.

Carril 5: ADN genémico de bolsa 5.

Carril 6: ADN gendmico de bolsa 6.

Volumen de carga:

Muestra (4 pL) + colorante de carga (1 pL) + agua bidestilada estéril(2 yL) = 7 yL
Condiciones de electroforesis: 30 voltios por dos horas.
Coloracion de ADN: Bromuro de etidio al 1% por diez minutos.
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Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa al 1%, producto de la genotoxicidad
del latex de Euphorbia peplus L. “leche leche” a concentraciones de
10%, 25%, 50% y 100% frente alADN gendémico de Staphylococcus
aureus a 1000 ng/uL, durante una hora de incubacién a 37°C.
Ayacucho 2014.

Leyenda:

Carril 1: Con 10% de latex.

Carril 2: Con 25% de latex.

Carril 3: Con 50% de latex.

Carril 4: Con 100% de latex.

Carril 5: ADN genomico de Staphylococcus aureus a 1000 ng/uL (control).
Volumen de carga:

Muestra (4 pL) + colorante de carga (1 L) + agua bidestilada estéril (2 uL)=7 pL.
Condiciones de electroforesis: 30 voltios por cinco horas.

Coloracion de ADN: Bromuro de etidio al 1% por diez minutos.
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Figura 6. Genotoxicidad del latex de Euphorbia peplus L. “leche leche” a
diferentes concentraciones frente al ADN gendémico de Staphylococcus
aureus, durante una hora de incubacion a 37°C. Ayacucho 2014.
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Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa al 1%, producto de lagenotoxicidad
del latex de Euphorbia peplus L. “leche leche” a concentraciones de
10%, 25%, 50% y 100%, frente al ADN genémico de Candida albicans
ATCC 40028a 1000 ng/uL, durante una hora de incubaciéon a 37°C.
Ayacucho 2014.

Leyenda:

Carril 1: Con 10% de latex.

Carril 2: Con 25% de latex.

Carril 3: Con 50% de latex.

Carril 4: Con 100% de latex.

Carril 5: ADN gendémico de Candida albicans40028 a 1000 ng/uL (control).
Volumen de carga:

Muestra (4 pL) + colorante de carga (1 pL) + agua bidestilada estéril (2 pL)=7 pL.
Condiciones de electroforesis: 30 voltios por cinco horas.

Coloracion de ADN: Bromuro de etidio al 1% por diez minutos.
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Figura 8. Genotoxicidaddel latex de Euphorbia peplus L. “leche leche” a
diferentes concentraciones frente al ADN gendémico del Candida
albicans ATCC 40028, durante una hora de incubacion a 37°C.
Ayacucho 2014.
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Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa al 1%, producto de lagenotoxicidad
del latex de Euphorbia peplus L. “leche leche” a concentraciones de
10%, 25%, 50% y 100%, frente al ADN gendémico de Leishmania sp
M2903a 1000 ng/uL, durante una hora de incubacién a 37°C.
Ayacucho 2014.

Leyenda:

Carril 1: Con 10% de latex.

Carril 2: Con 25% de latex.

Carril 3: Con 50% de latex.

Carril 4: Con 100% de latex.

Carril 5: ADN gendmico de Leishmania sp M2903a 1000 ng/uL (control).
Volumen de carga:

Muestra (4 pL) + colorante de carga (1 pL) + agua bidestilada estéril (2 pL)=7 pL.
Condiciones de electroforesis: 30 voltios por cinco horas.

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

56



3,57 L

GENOTOXICIDAD (% DE FRAGMENTACION DE ADN)

3,04 e wtlrm p=0,007
25
$
20 .
10 25 50 100

CONCENTRACION (%)
Figura 10. Genotoxicidad del latex de Euphorbia peplus L. “leche leche” a

diferentes concentraciones frente al ADN gendémico de Leishmania
sp M2903, durante una hora de incubacion a 37°C. Ayacucho 2014.
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Figura 11. Electroforesis en gel de agarosa al 1%, producto de lagenotoxicidad
del latex de Euphorbia peplus L. “leche leche” a concentraciones de
100%, 50%, 25% y 10%, frente al ADN gendémico de linfocito humano
a 1000 ng/uL, durante una hora de incubacién a 37°C. Ayacucho
2014.

Leyenda:

Carril 1: Con 100% de latex.

Carril 2: Con 50% de latex.

Carril 3: Con 25% de latex.

Carril 4: Con 10% de latex.

Carril 5: ADN gendmico de linfocito humano a 1000 ng/ulL (control).

Volumen de carga:

Muestra (4 pL) + colorante de carga (1 pL) + agua bidestilada estéril (2 yL)=7 pL.
Condiciones de electroforesis: 30 voltios por cinco horas.

Coloracién de ADN: Bromuro de etidio al 1% por diez minutos.
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Figura 12. Genotoxicidad del latex de Euphorbia peplus L. “leche leche” a

diferentes concentraciones frente al ADN gendémico de linfocito
humano, durante una hora de incubacién a 37°C. Ayacucho 2014,
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Figura 13. Comparacion de la genotoxicidad del latex de Euphorbia peplus L.
“leche leche"a cuatro diferentes concentraciones frente al ADN
genomico de Staphylococcus aureus, Candida albicans ATCC 40028,
Leishmania sp M2903 y linfocito humano, durante una hora de
incubacion a 37°C. Ayacucho 2014.

60



Figura 14. Electroforesis en gel de agarosa al 1%, producto de lagenotoxicidad
del latex de Ficus crica L. “higo” a concentraciones de 10%, 25%,
50% y 100% frente al ADN gendémico de Staphylococcus aureus a
1000 ng/uL, durante una hora de incubacién a 37°C. Ayacucho 2014.

Leyenda:

Carril 1: Con 10% de latex.

Carril 2: Con 25%de latex.

Carril 3: Con 50%de latex.

Carril 4: Con 100%de latex.

Carril 5: ADN gendmico de Staphylococcus aureus a 1000 ng/uL (control).

Volumen de carga:

Muestra (4 L) + colorante de carga (1 pL) + agua bidestilada estéril (2 pL)=7 pL.

Condiciones de electroforesis: 30 voltios por cinco horas.

Coloracion de ADN: Bromuro de etidio al 1% por diez minutos.
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Figura 15. Genotoxicidad del latex de Ficus carica L. “higo” a diferentes
concentraciones frente al ADN genémico de Staphylococcus aureus,
durante una hora de incubacién a 37°C. Ayacucho 2014.
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Figura 16. Electroforesis en gel de agarosa al 1%, producto de la genotoxicidad
dellatex de Ficus carica L. “higo” a concentraciones de 10%, 25%,
50% y 100%, frente al ADN genémico de Candida albicans ATCC
40028a 1000 ng/pL, durante una hora de incubacién a 37°C.
Ayacucho 2014.

Leyenda:

Carril 1: Con 10% de latex.

Carril 2: Con 25% de latex.

Carril 3: Con 50% de latex.

Carril 4: Con 100% de latex.

Carril 5: ADN gendémico de Candida albicansa 1000 ng/pL (control).

Volumen de carga:

Muestra (4 uL) + colorante de carga (1 pL) + agua bidestilada estéril (2 pyL)=7 pL.
Condiciones de electroforesis: 30 voltios por cinco horas.

Coloracion de ADN: Bromuro de etidio al 1% por diez minutos.
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Genotoxicidad del latex de Ficus carical. “higo” a diferentes
concentraciones frente al ADN genémico de Candida albicans ATCC
40028, durante una hora de incubacién a 37°C. Ayacucho 2014.
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Figura 18. Electroforesis en gel de agarosa al 1%, producto de la genotoxicidad
del latex de Ficus carica L. “higo” a concentraciones de 10%, 25%,
50% y 100%, frente al ADN genémico de Leishmania sp M2903 a
1000 ng/uL, durante una hora de incubacion a 37°C. Ayacucho 2014.

Leyenda:

Carril 1: Con 10% de latex.

Carril 2: Con 25% de latex.

Carril 3: Con 50% de latex.

Carril 4: Con 100% de latex.

Carril 5: ADN genémico de Leishmania sp M2903a 1000 ng/uL (control).
Volumen de carga:

Muestra (4 uL) + colorante de carga (1 pL) + agua bidestilada estéril (2 uL)=7 pL.
Condiciones de electroforesis: 30 voltios por cinco horas.

Coloracion de ADN: Bromuro de etidio al 1% por diez minutos.
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Figura 19. Genotoxicidad del latex de Ficus carica L. “higo” a diferentes
concentraciones frente al ADN genémico de Leishmania sp M2903,
con durante una hora de incubacién a 37°C. Ayacucho 2014,
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Figura 20. Electroforesis en gel de agarosa al 1%, producto de la genotoxicidad
dellatex de Ficus carica L. “higo” a concentraciones de 25%, 10%,
50% y 100%, frente al ADN gendémico de linfocito humano a 1000
ng/uL, durante una hora de incubacion a 37°C. Ayacucho 2014.

Leyenda:

Carril 1: Con 25% de latex.

Carril 2: Con 10% de latex.

Carril 3: Con 50% de latex.

Carril 4: Con 100% de latex.

Carril 5: ADN genémico de linfocito humanoa 1000 ng/uL (control).

Volumen de carga:

Muestra (4 uL) + colorante de carga (1 pL) + agua bidestilada estéril (2 uL)=7 uL.
Condiciones de electroforesis: 30 voltios por cinco horas.

Coloracion de ADN: Bromuro de etidio al 1% por diez minutos.
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Figura 21. Genotoxicidad del latex de Ficus carica L. “higo” a diferentes

concentraciones frente al ADN gendmico de linfocito humano,
durante una hora de incubacion a 37°C. Ayacucho 2014.
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Comparacién de la genotoxicidad del latex de Ficus carica L. “higo” a
cuatro diferentes concentraciones frente al ADN gendémico de
Staphylococcus aureus, Candida albicans ATCC 40028, Leishmania
sp M 2903 ylinfocito humano, durante una hora de incubacion a
37°C. Ayacucho 2014.
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Figura 23. Electroforesis en gel de agarosa al 1%, producto de lagenotoxicidad
del extractohidroalcohdlico de Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze
“tara” a concentraciones de 5 mg/mL, 10 mg/mL, 50 mg/mL y 100
mg/mL frente al ADN genomico de Staphylococcus aureus a 1000
ng/uL, con durante una hora de incubacién a 37°C.

Leyenda:

Carril 1: Con 5 mg/mL de extracto.

Carril 2: Con 10 mg/mL de extracto.

Carril 3: Con 50 mg/mL de extracto.

Carril 4: Con 100 mg/mL de extracto.

Carril 5: ADN gendémico de Staphylococcus aureus a 1000 ng/uL (control).
Volumen de carga:

Muestra (4 uL) + colorante de carga (1 pyL) + agua bidestiladaestéril (2 yL) = 7uL.
Condiciones de electroforesis: 30 voltios por cinco horas.

Coloracién de ADN: Bromuro de etidio al 1% por diez minutos.

70



3,57

3,0 [ =)
257 p=0,008
2,0 —

1,5

GENOTOXICIDAD (% DE FRAGMENTACION DE ADN)

1,0 e

5 10 50 100
CONCENTRACION (mg/mL)

Figura 24. Genotoxicidad del extracto hidroalcohdlico de Caesalpinia spinosa
(Molina) Kuntze “tara” a diferentes concentraciones frente al ADN
genémico de Staphylococcus aureus, durante una hora de
incubacion a 37°C. Ayacucho 2014.
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Figura 25. Electroforesis en gel de agarosa al 1%, producto de lagenotoxicidad
del extractohidroalcohélico de Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze
“tara” a concentraciones de 5 mg/mL, 10 mg/mL 50 mg/mL y 100
mg/mLfrente al ADN gendmico de Candida albicansa 1000 ng/uL,
durante una hora de incubacion a 37°C. Ayacucho 2014.

Leyenda:

Carril 1: Con 5 mg/mL de extracto.

Carril 2: Con 10 mg/mL de extracto.

Carril 3: Con 50 mg/mL de extracto.

Carril 4: Con 100 mg/mL de extracto.

Carril 5: ADN gendémico de Candida albicans a 1000 ng/uL (control).

Volumen de carga:

Muestra (4 pL) + colorante de carga (1 pL) + agua bidestilada estéril (2 pL)=7 pL.
Condiciones de electroforesis: 30 voltios por cinco horas.

Coloracién de ADN: Bromuro de etidio al 1% por diez minutos.
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Figura 26. Genotoxicidad del extracto hidroalcohdlico de Caesalpinia spinosa
(Molina) Kuntze “tara” a diferentes concentraciones frente al ADN
gendmico de Candida albicans ATCC 40028, durante una hora de
incubacién a 37°C. Ayacucho 2014.
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Figura 27. Electroforesis en gel de agarosa al 1%, producto de lagenotoxicidad
del extractohidroalcohdlico de Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze
“tara” a concentraciones de 5 mg/mL, 10 mg/mL, 50 mg/mL y 100
mg/mL frente al ADN genomico de Leishmania sp M2903 a 1000
ng/uL, durante una hora de incubacion a 37°C. Ayacucho 2014.

Leyenda:

Carril 1: Con 5 mg/mL de extracto.

Carril 2: Con 10 mg/mL de extracto.

Carril 3: Con 50 mg/mL de extracto.

Carril 4: Con 100 mg/mL de extracto.

Carril 5: ADN genémico de Leishmania sp M2903 a 1000 ng/uL (control).
Volumen de carga:

Muestra (4 yL) + colorante de carga (1 pL) + agua bidestilada estéril (2 uL)=7 pL.
Condiciones de electroforesis: 30 voltios por cincohoras.

Coloracién de ADN: Bromuro de etidio al 1% por diez minutos.
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Figura 28. Genotoxicidad del extracto hidroalcohdlico de Caesalpinia spinosa
(Molina) Kuntze “tara” a diferentes concentraciones frente al ADN
genomico de Leishmania sp M 2903, durante una hora de incubacién
a 37°C. Ayacucho 2014.
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Figura 29. Electroforesis en gel de agarosa al 1%, producto de lagenotoxicidad
del extractohidroalcohdlico de Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze
“tara” a concentraciones de 5 mg/mL, 10 mg/mL, 50 mg/mL y 100
mg/mL frente al ADN gendémico de linfocito humano a 1000 ng/uL,
durante una hora de incubacion a 37°C. Ayacucho 2014.

Leyenda:

Carril 1: Con 5 mg/mL de extracto.

Carril 2: Con 10 mg/mL de extracto.

Carril 3: Con 50 mg/mL de extracto.

Carril 4: Con 100 mg/mL de extracto.

Carril 5: ADN genémico linfocito humano a 1000 ng/uL (control).

Volumen de carga:

Muestra (4 pL) + colorante de carga (1 pL) + agua bidestilada estéril (2 pL)=7 L.
Condiciones de electroforesis: 30 voltios por cinco horas.

Coloracién de ADN: Bromuro de etidio al 1% por diez minutos.

76



g

(=]

<

w

=)

2

0O

O 301

<

2

w

=

(U]

é p=0,006

e 20 —r—

w

[a]

2

.

Q107

9 Q@

x

o]

]—

[e]

=

w

0 ’0— e
5 10 50 100

CONCENTRACION (mg/mL)

Figura 30. Genotoxicidad del extracto hidroalcohélico de Caesalpinia spinosa
(Molina) Kuntze “tara” a diferentes concentraciones frente al ADN
gendémico de linfocito humano, durante una hora de incubacion a
37°C. Ayacucho 2014.
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Figura 31. Comparacién de la genotoxicidad del extracto hidroalcohdlico de
Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze “tara” a cuatro diferentes
concentraciones frente al ADN genémico de Staphylococcus aureus,
Candida albicans ATCC40028, Leishmania spM2903 vy linfocito
humano, durante una hora de incubacién a 37°C. Ayacucho 2014.
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Figura 32. Electroforesis en gel de agarosa al 1%, producto de la genotoxicidad
del extracto hidroalcohdlico de Eucaliptus globulus Labill “eucalipto” a
concentraciones de 5 mg/mL, 10 mg/mL, 50 mg/mL y 100 mg/mL
frente al ADN gendémico de Staphylococcus aureus a 1000 ng/uL,
durante una hora de incubacién a 37°C. Ayacucho 2014.

Leyenda:

Carril 1: Con 5 mg/mL de extracto.

Carril 2: Con 10 mg/mL de extracto.

Carril 3: Con 50 mg/mL de extracto.

Carril 4: Con 100 mg/mL de extracto.

Carril 10: ADN gendémico de Staphylococcus aureus a 1000 ng/uL (control).
Volumen de carga:

Muestra (4 pL) + colorante de carga (1 pL) + agua bidestilada estéril (2 uL) =7
ulL.

Condiciones de electroforesis: 30 voltios por cinco horas.

Coloracién de ADN: Bromuro de etidio al 1% por diez minutos.
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Figura 33. Genotoxicidad del extracto hidroalcohdlico de Eucaliptus globulus
Labill “eucalipto” a diferentes concentraciones frente al ADN
genémico de Staphylococcus aureus, durante una hora de
incubacion a 37°C. Ayacucho 2014.
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Figura 34. Electroforesis en gel de agarosa al 1%, producto de la genotoxicidad
del extracto hidroalcohdlico de Eucaliptus globulus Labill “eucalipto”
a concentraciones de 5 mg/mL, 10 mg/mL, 50 mg/mL y 100 mg/mL
frente al ADN gendémico de Candida albicans ATCC 40028 a 1000
ng/uL, durante una hora de incubacion a 37°C. Ayacucho 2014.

Leyenda:

Carril 1: Con 5 mg/mL de extracto.

Carril 2: Con 10 mg/mL de extracto.

Carril 3: Con 50 mg/mL de extracto.

Carril 4: Con 100 mg/mL de extracto.

Carril 5: ADN gendmico de Candida albicansATCC 40028 a 1000 ng/uL (control).
Volumen de carga:

Muestra (4 pL) + colorante de carga (1 pL) + agua bidestilada estéril (2 pL)=7 L.
Condiciones de electroforesis: 30 voltios por cinco horas.

Coloracién de ADN: Bromuro de etidio al 1% por diez minutos.
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Figura 35. Genotoxicidad del extracto hidroalcohdlico de Eucaliptus globulus
Labill “eucalipto” a diferentes concentraciones frente al ADN
genomico de Candida albicans ATCC40028, durante una hora de
incubacién a 37°C. Ayacucho 2014.
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Figura 36. Electroforesis en gel de agarosa al 1%, producto de la genotoxicidad
del extracto hidroalcohdlico de Eucaliptus globulus Labill “eucalipto” a
concentraciones de 5 mg/mL, 10 mg/mL, 50 mg/mL y 100 mg/mL
frente al ADN genomico de Leishmania sp M2903 a 1000 ng/uL,
durante una hora de incubacién a 37°C. Ayacucho 2014.

Leyenda:

Carril 1: Con 5 mg/mL de extracto.

Carril 2: Con 10 mg/mL de extracto.

Carril 3: Con 50 mg/mL de extracto.

Carril 4: Con 100 mg/mL de extracto.

Carril 5: ADN gendmico de Leishmania sp M2903 a 1000 ng/uL (control).
Volumen de carga:

Muestra (4 pL) + colorante de carga (1 L) + agua bidestilada estéril (2 pL)=7 pL.
Condiciones de electroforesis: 30 voltios por cincohoras.

Coloraciéon de ADN: Bromuro de etidio al 1% por diez minutos.
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Figura 37. Genotoxicidad del extracto hidroalcohodlico de Eucaliptus globulus
Labill “eucalipto” a diferentes concentraciones frente al ADN
gendémico de Leishmania spM2903, durante una hora de incubacion
a 37°C. Ayacucho 2014.
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Figura 38. Electroforesis en gel de agarosa al 1%, producto de la genotoxicidad
del extracto hidroalcohélico de Eucaliptus globulus Labill “eucalipto” a
concentraciones de 5 mg/mL, 10 mg/mL, 50 mg/mL y 100 mg/mL
frente al ADN gendémico de linfocito humano a 1000 ng/pL, durante
una hora de incubacién a 37°C. Ayacucho 2014.

Leyenda:

Carril 1: Con 5 mg/mL de extracto.

Carril 2: Con 10 mg/mL de extracto.

Carril 3: Con 50 mg/mL de extracto.

Carril 4: Con 100 mg/mL de extracto.

Carril 5: ADN gendmico de linfocito humano a 1000 ng/uL (control).

Volumen de carga:

Muestra (4 pL) + colorante de carga (1 pL) + agua bidestilada esteéril (2 uL)=7 pL.
Condiciones de electroforesis: 30 voltios por cinco horas.

Coloracion de ADN: Bromuro de etidio al 1% por diez minutos.
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Figura 39. Genotoxicidad del extracto hidroalcohdlico de Eucaliptus globulus
Labill “eucalipto” a diferentes concentraciones frente al ADN
gendémico de linfocito humano, durante una hora de incubacion a
37°C. Ayacucho 2014.
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Comparacion de la genotoxicidad del extracto hidroalcohdlico de
Eucaliptus globulus Labill “eucalipto” a cuatro diferentes
concentraciones frente al ADN gendmico de Staphylococcus aureus,

Candida albicans ATCC40028, Leishmania sp M2903 y linfocito
humano, durante una hora de incubacién a 37°C. Ayacucho 2014.
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V. DISCUSION

El tamizaje fitoquimico del latex de Euphorbia peplus L. “leche leche”, se muestra
en la tabla 5, con presencia de alcaloides y flavonoides en concentracién
abundante, fenoles y/o taninos y saponinas en concentraciones moderadas,
lactonas y/o cumarinas en concentracion leve; el resultado positivo para
identificar alcaloides mediante la reaccion de Mayer fue la presencia de un
precipitado, con la reaccién de Shinoda el cambio de color amarillo a rojo indica
la presencia de flavonoides, los compuestos fendlicos fueron detectados por el
intenso color verde, azul o negro que produjo cuando se le agrego6 el cloruro
férrico al 1%, la formacién de espuma indic6é la presencia de saponinas, las
lactonas y/o cumarinas se detectaron con la prueba de Baljetun precipitado de
color naranja a rojo.®® Estudios realizados por otros autores corroboran la
presencia de algunos metabolitos encontrados.”3*3

La tabla 6 muestra los metabolitos secundarios del latex de Ficus carica L.
“higo”, los alcaloides fueron encontrados en concentracion abundante ylos
flavonoides asi como las lactonas y/o cumarinas en concentraciones moderadas.
Estos resultados coinciden con los estudios realizados por otros
investigadores.”®

La tabla 7 muestra los metabolitos secundarios del extracto hidroalcohdlico de
las vainas de Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze “tara”, se detectaron en
abundancia: alcaloides, lactonas y/o cumarinas, fenoles y/o taninos, flavonoides
y quinonas. Otros estudios realizados nos confirma la presencia de estos
metabolitos. ***?

La tabla 8 muestra los metabolitos secundarios del extracto hidroalcohélico de
las hojas de Eucaliptus globulus Labill “eucalipto”, se encontraron en

abundancia: alcaloides, flavonoides, fenoles y/o taninos y en concentraciones

89



moderadas se identificé quinonas, lactonas y/o cumarinas. Otros estudios nos
afirman la presencia de estos metabolitos secundarios.' *4°

La tabla 9, es referido a la cuantificacion mediante espectrofotpmetria U.V. del
ADN gendmico extraido del Staphylococcus aureus, de seis cultivos bacterianas;
para cuantificar ADN con A 260 y con A 280 las proteinas, las concentraciones
de ADN obtenidos va desde 1 558,3 ug/mL hasta 2 446,2ug /mL, el nivel de
pureza 6ptimo debe ser entre 1,8 a 2,0 y se observo que cuatro de ellas estan
dentro del rango con excepcion de la tercera y sexta muestra, pero las
concentraciones obtenidas son altas y el nivel de pureza es aceptable.®

La figura 1 es el registro fotografico con camara digital (colores) y con registrador
de imagenes (blanco y negro), que nos muestra los niveles de concentracién de
ADN que se ha obtenido de los seis cultivos de Staphylococcus aureus utilizados
para el presente estudio, fue corrido en gel de agarosa 1%, las concentraciones
en los carriles 1, 2, 4,5 y 6 son muy similares, con una menor concentracién en
el carril 3, las caracteristicas de estas bandas coinciden directamente con las
concentraciones determinadas por el método de espectrofotometria U.V. Para
hacer este corrido electroforético se realizé una dilucion de 1 en 10 de la muestra
de ADN obtenido de cada cultivo y esto nos permite ver las bandas bien
definidas, aun asi se ve que es bastante concentrado el contenido de ADN
motivo por el que éstas quedan en los pocillos donde se ha sembrado.

La tabla 10, es referido a la cuantificacion mediante espectrofotometria U.V. del
ADN gendmico de Candida albicans ATCC40028, se tuvo seis cultivos; para
cuantificar ADN con A 260 y con A 280 proteinas, las concentraciones de ADN
obtenidos va desde 1 122,8 pg/mL hasta 3 857,8ug /mL, el nivel de pureza debe
ser entre 1,8 a 2,0 y se observa que los seisestan dentro del rango, las
concentraciones obtenidas son altas y el nivel de pureza es aceptable.®®

La figura 2 es el registro fotografico con camara digital (colores) y con registrador
de imagenes (blanco y negro), que nos muestra los niveles de concentracion de
ADN que se ha obtenido de los seis cultivos de Candida albicans ATCC40028,
utilizados para el presente estudio, fue corrido en gel de agarosa 1%, las
concentraciones en los carriles 1, 2, 3, 4, 5 y 6 son muy similares, las
caracteristicas de estas bandas coinciden directamente con las concentraciones
determinadas por el método de espectrofotometria U.V. Para hacer este corrido
electroforético se realizé una dilucién de 1 en 10 de la muestra de ADN obtenido
de cada cultivo y esto nos permite ver las bandas bien definidas.
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La tabla 11, es referido a la cuantificacion mediante espectrofotometria U.V. del
ADN gendémico extraido de Léishmania sp M2903, se tuvo seis cultivos; para
cuantificar ADN con A 260 y con A 280 proteinas, las concentraciones de ADN
obtenidos va desde 1 095,0 pg/mL hasta 2 272,3ug /mL, el nivel de pureza debe
ser entre 1,8 a 2,0 y se observa que cuatrode ellas estan dentro del rango con
excepcion de la tercera y cuarta muestra, las concentraciones obtenidas son
altas y el nivel de pureza es aceptable.®®

La figura 3 es el registro fotografico con camara digital (colores) y con registrador
de imagenes (blanco y negro), que nos muestra los niveles de concentracion de
ADN que se ha obtenido de los seis cultivos de Leishmania sp M 2903 utilizados
para el presente estudio, fue corrido en gel de agarosa 1%, las concentraciones
en los carriles 1, 2, 5 y 6 son muy similares, con una menor concentracion en el
carril 3 y 4, las caracteristicas de estas bandas coinciden directamente con las
concentraciones determinadas por el método de espectrofotometria U.V. Para
hacer el corrido electroforético se realizé una dilucion de 1 en 10 de la muestra
de ADN obtenido de cada cultivo y esto nos permite ver las bandas bien
definidas.

La tabla 12, es referido a la cuantificacion mediante espectrofotometria U.V. del
ADN gendmico de linfocitos humano, se tuvo seis bolsas colectoras de sangre;
para cuantificar ADN, con A 260 y con A 280 proteinas, las concentraciones de
ADN obtenidas va desde 1 389,6 ug/mL hasta 3 306,4 ug /mL, el nivel de pureza
debe ser entre 1,8 a 2,0 y se observa que cuatro de ellas estan dentro del rango
con excepcion de la primera y segunda muestra, las concentraciones obtenidas
son altas y el nivel de pureza es aceptable.®®

La figura 4 es el registro fotografico con camara digital (colores) y con registrador
de imagenes (blanco y negro), que nos muestra los niveles de concentracion de
ADN que se ha obtenido de las seis bolsas colectoras de sangre del linfocito
humano utilizados para el presente estudio, fue corrido en gel de agarosa 1%,
las concentraciones en los carriles 3, 4, 5y 6 son muy similares, con una menor
concentracion en el carril 1 y 2, las caracteristicas de estas bandas coinciden
directamente con las concentraciones determinadas por el método de
espectrofotometria U.V. Para hacer el corrido electroforético se realizé una
dilucién de 1 en 10 de la muestra de ADN obtenido de cada cultivo y esto nos
permite ver las bandas bien definidas, motivo por el que éstas quedan en los

pocillos donde se ha sembrado.
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Los registros fotograficos de la figura 5, de electroforesis en gel de agarosa al
1% nos muestra los productos de la genotoxicidad representado por la
fragmentacién del ADN gendémico de Staphylococcus aureus a concentracion
inicial de 1000 ng/uL, por efecto dellatexde Euphorbia peplus L. “leche leche” a
concentraciones de 10%, 25%, 50% y 100%, que fueron realizados con una hora
de incubacion a 37°C; el carril 1 (10%) muestra el producto de la genotoxicidad
entre 20 a 40%, el carril 2(25%) aumentala fragmentaciéon del ADN entre 40 a
95% vy los carriles 3 y 4(50% y 100%) alcanzan una fragmentacion mayor a 95%;
el carril 5 es el ADN control a 1000 ng/uL.

La figura 6 muestra la grafica de genotoxicidad del latex de Euphorbia peplus L.
“leche leche” a diferentes concentraciones sobre el ADN gendmico de
Staphylococcus aureus, durante una hora de incubacién a 37°C; que resulta
(p=0,011), por tanto las concentraciones influyen directamente en el efecto
genotoéxico. (Anexo 17)

Los registros fotograficos de la figura 7, de electroforesis en gel de agarosa al
1% nos muestra los productos de la genotoxicidad representado por la
fragmentacion del ADN gendémico de Candida albicans ATCC 40028 a
concentracion inicial de 1000 ng/uL, por efectodel latex de Euphorbia peplus L.
‘leche leche”, a concentraciones de 10%, 25%, 50% y 100%, que fueron
realizados con una hora de incubacion a 37°C; los carriles 1y 2 (10% y 25%)
muestran el producto de la genotoxicidad entre 40 a 95%, los carriles 3 y 4 (50%
y 100%) alcanzan una fragmentacién mayor a 95%,el carril 5 es el ADN control a
1000 ng/pL. .

La figura 8 muestra la grafica de genotoxicidad del latex de Euphorbia peplus L.
“leche leche” a diferentes concentraciones sobre el ADN gendmico de Candida
albicans ATCC 40028, durante una hora de incubacion a 37°C, que resulta
(p=0,058), por tanto las concentraciones no influyen en el efecto genotéxico.
(Anexo 17)

Los registros fotograficos de la figura 9, de electroforesis en gel de agarosa al
1% nos muestra los productos de la genotoxicidad representado por la
fragmentacion del ADN gendémico de Leishmania sp M2903 a concentracién
inicial de 1000 ng/pL, por efecto del latex de Euphorbia peplus L. “leche leche” a
concentraciones de 10%, 25%, 50% y 100%, que fueron realizados con una hora
de incubacion a 37°C;el carril 1 (10%) muestra el producto de la genotoxicidad
entre 20 a 40%, el carril 2 (25%) aumenta el producto de la genotoxicidad entre
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40 a 95% y los carriles 3 y 4 (50% y 100%) alcanzan una fragmentacién mayor a
95%; el carril 5 es el ADN control a 1000 ng/pL.

La figura 10 muestra la grafica de genotoxicidad del latex de Euphorbia peplus L.
‘leche leche” a diferentes concentraciones sobre el ADN gendmico de
Leishmania sp M2903, durante una hora de incubacién a 37°C, que resulta
(p=0,007), por tanto las concentraciones si influyen directamente en el efecto
genotoxico. (Anexo 17)

Los registros fotograficos de la figura 11, de electroforesis en gel de agarosa al
1% nos muestra los productos de la genotoxicidad representado por la
fragmentacion del ADN genémico de linfocito humano a concentracién inicial de
1000 ng/pL, por efecto del latex de Euphorbia peplus L. “leche leche” a
concentraciones de 100%, 50%, 25% y 10%, que fueron realizados con una
hora de incubacion a 37°C;el carril 4 (10%) muestra el producto de la
genotoxicidad entre 20 a 40%, el carril 3 (25%) aumenta la fragmentacion entre
40 a 95% y los carriles 1y 2 (50% y 100%) alcanzan una fragmentacién mayor a
95%; el carril 5 es el ADN control a 1000 ng/uL.

La figura 12 muestra la grafica de genotoxicidad del latex de Euphorbia peplus L.
“leche leche” a diferentes concentraciones sobre el ADN genémico de linfocito
humano, durante una hora de incubacién a 37°C; que resulta (p=0,007), por
tanto las concentraciones influyen directamente en el efecto genotéxico. (Anexo
17).

Al analizar de manera general en la figura 13, la grafica nos muestra la
comparacion de la genotoxicidad del latex de Euphorbia peplus L. “leche leche”
frente a los ADN de Staphylococcus aureus, Candida albicans, Leishmania sp y
linfocito humano; resultando (p=0,662), por tanto la genotoxicidad del latex no
diferencia el tipo de ADN segun el organismo, afecta de forma similar a todos
ellos. (Anexo 18)

Un estudio realizado evalud el efecto citostatico del latex de Euphobia peplus L.
“leche leche” y Ficus carica L. “higo” en el meristemo radicular de Allium cepa L.
“cebolla”; determinando mediante el método de la variacién del indice mitético
con lectura entre 1000 a 3 500 células por muestra, que segun la prueba de
Tukey la especie que tiene mayor efecto citostatico fue la Euphorbia peplus L.
(IM=0,32%). El tiempo de tratamiento de mayor antimicética fue a las 8 h con
latex al 3% de Euphorbia peplus L. “leche leche”, seguido del latex de Ficus

carica “higo” alas 24 h.®
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Estudios realizados evaluaron la actividad biocida, citotéxica y genotéxica de tres
extractos de plantas medicinales de la familia Euphorbiaceae, a los extractos que
mostraron actividad a una concentracién de 1 mg/mL le determinaron la
concentracién inhibitoria minima (CIM). El Gnico extracto que presenté actividad
inhibitoria in vitro significativa contra bacterias y hongos fue Euphorbia lancifolia
con una CIM de 1 mg/mL contra Bacillus subtilis y Trichophyton mentagrophytes
(p=0,0312).°

Se reportan estudios realizados, de las plantas medicinales de otras familias, ya
que no se encontré estudios de la familia de Euphorbiaceae, ello nos refiere que
la actividad genotéxica se le atribuye a los flavonoides y a los derivados
terpénios.”

Los registros fotograficos de la figura 14, de electroforesis en gel de agarosa al
1% nos muestra los productos de la genotoxicidad representado por Ila
fragmentacién del ADN genémico de Staphylococcus aureus a concentracion
inicial de 1000 ng/uL, por efecto del latex deFicus carica L. “higo” a
concentraciones de 10%, 25%, 50% y 100%, que fueron realizados con una hora
de incubacién a 37°C; los carriles 1,2,3,4 (10%, 25%, 50% y 100%) alcanzan
una fragmentacion mayor al 95%,el carril 5 es el ADN control a 1000 ng/pL.

La figura 15 muestra la grafica de genotoxicidad del latex de Ficus carica L.
“higo” a diferentes concentraciones sobre el ADN genémico de Staphylococcus
aureus, durante una hora de incubacién a 37°C; que resulta (p=0,100), por tanto
las concentraciones no influyen en el efecto genotdxico. (Anexo 20)

Los registros fotograficos de la figura 16, de electroforesis en gel de agarosa al
1% nos muestra los productos de la genotoxicidad representado por la
fragmentacién del ADN gendémico de Candida albicans ATCC40028 a
concentracion inicial de 1000 ng/uL, por efecto del latex de Ficus carica L. “higo”
a concentraciones de 10 mg/mL, 25 mg/mL, 50 mg/mL y 100 mg/mL, que fueron
realizados con una hora de incubacién a 37°C; el carril 1{10 mg/mL) muestra el
producto de la genotoxicidad entre 40 al 95% vy los carriles 2, 3 y 4 (25 mg/mL,
50 mg/mL y 100 mg/mL) alcanzan una fragmentacién mayor a 95%,el carril 5 es
el ADN control a 1000 ng/uL.

La figura 17 muestra la grafica de genotoxicidad del latex del fruto de Ficus
carica L. “higo” diferentes concentraciones sobre el ADN genémico de Candida
albicans ATCC40028, durante una hora de incubaciéon a 37°C; que resulta
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(p=0,068), por tanto las concentraciones no iriﬂt.iyen en el efecto genotdxico.
(Anexo 20)

Los registros fotograficos de la figura 18, de electroforesis en gel de agarosa al
1% nos muestra los productos de la genotoxicidad representado por la
fragmentacion del ADN gendmico de Leishmania sp M2903a concentracién
inicial de 1000 ng/plL, por efecto de latex del fruto de Ficus carica L. “higo” a
concentraciones de 10%, 25%, 50% y 100%, que fueron realizados con una hora
de incubacion a 37°C; los carriles 1, 2, 3 y 4 (10%, 25%, 50% y 100%) alcanzan
el producto de la genotoxicidad mayor a 95%,el carril 5 es el ADN control a 1000
ng/pL.

La figura 19 muestra la grafica de genotoxicidad del latex del fruto de Ficus
carica L. “higo” a diferentes concentraciones sobre el ADN gendmico de
Leishmania sp M 2903, durante una hora de incubacién a 37°C; que resulta
(p=0,100), por tantolas concentraciones no influyen en el efecto genotdxico.
(Anexo 20) '

Los registros fotograficos de la figura 20, de electroforesis en gel de agarosa al
1% nos muestra los productos de la genotoxicidad representado por la
fragmentacion del ADN gendmico de linfocito humano a concentracion inicial de
1000 ng/uL, por efecto de latex de Ficus carica L. “higo” a concentraciones de
10%, 25%, 50% y 100%, que fueron realizados con una hora de incubacion a
37°C,; el carril 1 (25%) muestra el producto de la genotoxicidad entre 40 al 95%,
el carril2 (10%) aumenta la fragmentacién entre 20 a 40% y los carriles 3 y 4
(50%y 100%) alcanzan una fragmentacion mayor a 95%, el carril 5 es el ADN
control a 1000 ng/uL.

La figura 21 muestra la grafica de genotoxicidad del latex de Ficus carica L.
“higo” a diferentes concentraciones sobre el ADN gendémico de linfocito humano,
durante una hora de incubacién a 37°C, que resulta (p=0,003), por tanto las
concentraciones influyen directamente en el efecto genotéxico. (Anexo 20)

Al analizar de manera general en la figura 22, la grafica nos muestra la
comparacion de la genotoxicidad del latex de Euphorbia peplus L. “leche leche”
sobre los ADN de Staphylococcus aureus, Candida albicans, Leishmania sp y
linfocito humano; resultando (p=0,000), por tanto [a genotoxicidad del latex si
diferencia el tipo de ADN segun el organismo, presentando diferentes

comportamientos. (Anexo 21)
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En un estudio se demostré el efecto genotdxico in vitro de plantas medicinales
antivirales Ficus carica L. “higo” y Euphorbia peplus L. “leche leche” sobre el
ADN genémico de linfocitos humano, donde el tiempo de incubacién a una y
cuatro horas, no influye en el efecto; mientras que las concentraciones de los
extractos, si influyen en el efecto genotéxico."

En un estudio realizado el estudio clinico de la actividad antifingica del gel con
tocte, higo, dulcamara y‘salvia en ninos de la comunidad Sanjapamba con .
Malassezia furfur (hongo), comprobandose que en la aplicacion del control
positivo con neo-nystasolona (crema antimicética), con aplicacién cada 24 horas
reduce en un (95,15%) de igual forma con el gel da 96,87% de efecto sobre
Malassezia furfur a los 15 dias de tratamiento."

Habiéndose descrito pocos casos de hipersensibilidad tras su ingesta de Ficus
carica “higo”, se estudiaron 347 pacientes consecutivos remitidos a una consulta
de alergia de un hospital general. Se prepararon extractos de hojas y de tallos de
Ficus benjamina que se utilizaron para las pruebas cutaneas, IgE especifica
(enzimoinmunoanalisis) y SDS-PAGE immunoblotting. Se determiné también la
IgE especifica mediante Pharmacia CAP System. En los pacientes sensibles a
Ficus benjamina se practicaron, ademas, pruebas cutaneas frente a higo, kiwi,
bromelina, papaina, latex y polen de morera. Dando como resultado ciento un
pacientes (29 %) referian exposicion a Ficus benjamina o a otras especies de
Ficus. Veintidés pacientes (6,3 %) estaban sensibilizados a Ficus benjamina
pero si lo cuatro tenian sintomatologia relacionada con su cercania. La Ig E
especifica fue positiva en 4 de 10 pacientes (enzimoinmunoanalisis) y en 2 de 19
(CAP-System). El SDS-PAGE immunoblotting mostro la presencia de proteinas
fijadoras de Ig E con masas moleculares entre 8 y 42 kDa. De los 22 pacientes
sensibles a Ficus benjamina, ocho estaban sensibilizados a higo (tres con
sintomas asociados), siete a kiwi (tres con sintomas) y dos a latex (uno con
sintomas).**

Los registros fotograficos de la figura 23, de electroforesis en gel de agarosa al
1% nos muestra los productos de la genotoxicidad representado por la
fragmentacion del ADN genémico de Staphylococcus aureus a concentracién
inicial de 1000 ng/pL, por efecto del extracto hidroalcohdlico de las vainas de
Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze “tara” a concentraciones de 5 mg/mL, 10
mg/mL, 50 mg/mL y 100 mg/mL, que fueron realizados con una hora de
" incubacién a 37°C; el carril 1 (5 mg/mL) muestra el producto de la genotoxicidad
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entre 5 al 20%, los carriles 2 y 3 (10 mg/mL y 50 mg/mL) aumentan la
fragmentacion del ADN a una escala entre 20 éi‘40% y el carril 4 (100 mg/mL)
alcanza una fragmentacion entre 40 al 95%, el carril 5 es el ADN control a 1000
ng/pL con el que se empez6 a trabajar.

La figura 24 muestra la grafica de genotoxicidad del extracto hidroalcohdlico de
las vainas de Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze “tara” a diferentes
concentraciones sobre ADN gendmico de Staphylococcus aureus, durante una
hora de incubacién a 37°C; que resulta (p=0,008), por tanto las concentraciones
influyen directamente en el efecto genotéxico. (Anexo 23)

Los registros fotograficos de la figura 25, de electroforesis en gel de agarosa al
1% nos muestra los productos de la genotoxicidad representado por la
fragmentacion del ADN genémico de Candida albicans ATCC40028 a
concentracion inicial de 1000 ng/uL, por efecto del extracto hidroalcohélico de las
vainas de Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze “tara” a concentraciones de 5
mg/mL, 10 mg/mL, 50 mg/mL y 100 mg/mL, que fueron realizados con una hora
de incubacion a 37°C; el carril 1(5 mg/mL) muestra el producto de la
genotoxicidad entre 5 a 20%, el carril 2 (10 mg/mL) aumenta la fragmentacion
entre 20 a 40%, el carril 3 (50 mg/mL) aumenta la fragmentacion entre 40 a 95%
y el carril 4 (100 mg/mL) alcanza una fragmentacién mayor a 95%,el carril 5 es el
ADN control a 1000 ng/uL. .

La figura 26 muestra la grafica de genotoxicidad del extracto hidroalcohélico de
las vainas de Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze “tara” a diferentes
concentraciones sobre ADN gendémico de Candida albicans ATCC40028,
durante una hora de incubacion a 37°C; que resulta (p=0,006), por tanto las
concentraciones influyen directamente en el efecto genotéxico. (Anexo 23)

Los registros fotogféﬁcos de la figura 27, de electroforesis en gel de agarosa al
1% nos muestra los productos de la genotoxicidad representado por la
fragmentacion del ADN genémico de Leishmania sp M2903 a concentracion
inicial de 1000 ng/uL, por efecto del extracto hidroalcohdlico de las vainas de
Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze “tara” a concentraciones de 5 mg/mL, 10
mg/mL, 50 mg/mL y 100 mg/mL, que fueron realizados con una hora de
incubacion a 37°C,; los carriles 1y 2 (5 mg/mL y 10 mg/mL) muestran el producto
de la genotoxicidad menor a 5%, el caril 3 (50 mg/mL) aumenta la
fragmentacién entre 20 a 40% y el carrii 4 (100 mg/mL) alcanza una
fragmentacioén entre 40 a 95%, el carril 5 es el ADN control a 1000 ng/uL.
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La figura 28 muestra la grafica de genotoxicidad del extracto hidroalcohélico de
las vainas de Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze “tara” a diferentes
concentraciones sobre ADN genémico Leishmania sp M2903, durante una hora
de incubacion a 37°C; que resulta (p=0,005), por tanto las concentraciones
influyen directamente en el efecto genotéxico. (Anexo 23)

Los registros fotograficos de la figura 29, de electroforesis en gel de agarosa al
1% nos muestra los productos de la genotoxicidad representado por la
fragmentaciéon del ADN gendmico de linfocito humano a concentracion inicial de
1000 ng/uL, por efecto del extracto hidroalcohélico de las vainas de Caesalpinia
spinosa (Molina) Kuntze “tara” a concentraciones de 5 nig!mL. 10 mg/mL, 50
mg/mL y 100 mg/mL, que fueron realizados con una hora de incubacion a 37°C;
el carril 1 (5 mg/mL) muestra el producto de la genotoxicidad menor a 5%, el
carril 2 (10 mg/mL) aumenta la fragmentacién entre 5 a 20% y los carriles 3 y 4
(50 mg/mL y 100 mg/mL) alcanza una fragmentacién entre 40 a 95%.el carril 5
es el ADN control a 1000 ng/uL.

La figura 30 muestra la grafica de genotoxicidad del extracto hidroalcohélico de
las vainas de Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze “tara® a diferentes
concentraciones sobre el ADN genémico de linfocito humano, durante una hora
de incubacién a 37°C, que resulta (p=0,006), por tanto las concentraciones
influyen directamente en el efecto genotéxico. (Anexo 23)

Al analizar de manera general en la figura 31, la grafica nos muestra la
comparaciéon de la genotoxicidad del extracto hidroalcohdlico de Caesalpinia
spinosa (Molina) Kuntze “tara” frente a los ADN de Staphylococcus aureus,
Candida albicans, Leishmania sp y linfocito humano; resultando (p=0,057), por
tanto la genotoxicidad del extracto no diferencia el tipo de ADN segln el
organismo, afecta de forma similar a todos ellos.(Anexo 24)

En un estudio se demostré el efecto genotoxico in vitro de plantas medicinales
antibacterianas Spartium junceum L. “retama”, Caesalpinia spinosa (Molina)
Kuntze“tara” y Eucaliptus globulus Labill “eucalipto” sobre ADN genémico de
Staphylococcus aureus, donde el tiempo de incubacion a una y cuatro horas, no
influye en el efecto; mientras que las concentraciones de los extractos, si
influyen en el efecto genotéxico.™

Estudios revelan que efectivamente Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze “tara”
muestra actividad antibacteriana sobre Staphylococcus aureus.’ '"'® Indican
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que ‘la presencia de taninos, flavonoides, alcaloides y péptidos son los
responsables de la accién aritimicrobiana de Ié tara.®

Un estudio realizado demostré que un extracto hexanico a base de Caesalpinia
spinosa, fue ensayado para comprobar su actividad antifingica como una
alternativa del control de la enfermedad de fusariosis en diversos cultivos asi
como las manchas de Phoma en las hojas de las plantaciones de café. Los
autores consideran que podria ser una alternativa ya que los extractos inhibieron
el crecimiento micelial en el rango de 3,95% a 32,20% para el Phoma tarda y de
7,29% a 33,83% para el Fusarium solani*®

Un estudio nos afirma el efecto genotéxico del extracto acuoso de las vainas de
Caesalpinia spinosa “tara” en células del meristemo radicular de Allium cepa
‘cebolla”, la genotoxicidad se evidencié mediante la observacion de anomalias
en el nucleo y se concluye que la genotoxicidad del extracto es mayor a
concentraciones de 0,1% y 1%.%*

Los registros fotograficos de la figura 32, de electroforesis en gel de agarosa al
1% nos muestra los productos de la genotoxicidad representado por la
fragmentacion del ADN genémico de Staphylococcus aureus a concentracién
inicial de 1000 ng/pL, por efecto del extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Eucaliptus globulus Labill “eucalipto” a concentraciones de 5 mg/mL, 10 mg/mL,
50 mg/mL y 100 mg/mL, que fueron realizados con una hora de incubacion a
37°C; los carriles 1 y 2 (5 mg/mL y 10 mg/mL) muestra el producto de la
genotoxicidad menor a 5%, en el carril 3 (50 mg/mL) aumenta la fragmentacion
del ADN a una escala entre 20 a 40% y el carril 4 (100 mg/mL) alcanza una
fragmentacion entre 40 a 95%, el carril 5 es el ADN control a 1000 ng/pL.

La figura 33 muestra la grafica de genotoxicidad del extracto hidroalcohdlico de
las hojas de Eucaliptus globulus Labill “eucalipto” a diferentes concentraciones
sobre ADN gendémico de Staphylococcus aureus, durante una hora de
incubacién a 37°C; que resulta (p=0,004), por tanto las concentraciones influyen
directamente en el efecto genotoxico. (Anexo 26)

Los registros fotograficos de la figura 34, de electroforesis en gel de agarosa al
1% nos muestra los productos de la genotoxicidad representado por la
fragmentacion del ADN gendmico de Candida albicans ATCC40028 a
concentracion inicial de 1000 ng/pL, por efecto del extracto hidroalcohdlico de las
hojas de Eucaliptus globulus Labill “eucalipto” a concentraciones de 5 mg/mL, 10

mg/mL, 50 mg/mL y 100 mg/mL, que fueron realizados con una hora de
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incubaciéon a 37°C; el carril 1 (6 mg/mL) muestra el producto de la genotoxicidad
menor al 5%, el carril 2 (10 mg/mL) aumenta la fragmentacion entre 5 a 20%, el
carril 3 (50 mg/mL) aumenta la fragmentacion en una escala entre 20 a 40% y el
carril 4 (100 mg/mL) alcanza una fragmentacién entre 40 a95%, el carril 5 es el
ADN control a 1000 ng/uL.

La figura 35 muestra la grafica de genotoxicidad del extracto hidroalcohdlico de
las hojas de Eucaliptus globulus Labill “eucalipto” a diferentes concentraciones
sobre ADN genémico de Candida albicans ATCC40028, durante una hora de
incubacién a 37°C; que resulta (p=0,005), por tanto las concentraciones influyen
directamente en el efecto genotdxico. (Anexo 26)

Los registros fotograficos de la figura 36, de electroforesis en gel de agarosa al
1% nos muestra los productos de la genotoxicidad representado por la
fragmentacion del ADN gendémico de Leishmania sp M2903 a concentracion
inicial de 1000 ng/uL, por efecto del extracto hidroalcohédlico de las hojas de
Eucaliptus globulus Labill “eucalipto” a concentraciones de 5 mg/mL, 10 mg/mL,
50 mg/mL y 100 mg/mL, que fueron realizados con una hora de incubacién a
37°C,; el carril 1 (5 mg/mL) muestra el producto de la genotoxicidad menor a 5%,
los carriles 2 y 3 (10 mg/mL y 50 mg/mL) aumenta la fragmentaciéna una escala
entre 5 a 20% y el carril 4 (100 mg/mL) alcanza una fragmentacién entre 40 a
95%, el carril 5 es el ADN control a 1000 ng/pL.

La figura 37 muestra la grafica de genotoxicidad del extracto hidroalcohdlico de
las hojas de Eucaliptus globulus Labill “eucalipto” a diferentes concentraciones
sobre ADN genémico de Leishmania sp M 2903, durante una hora de incubacién
a 37°C; que resulta (p=0,006), por tanto las concentraciones influyen
directamente en el efecto genotdxico. (Anexo 26) )

Los registros fotograficos de la figura 38, de electroforesis en gel de agarosa al
1% nos muestra los productos de la genotoxicidad representado por la
fragmentaciéon del ADN gendmico de linfocito humano a concentracion inicial de
1000 ng/uL, por efecto del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Eucaliptus
globulus Labill “eucalipto” a concentraciones de 5 mg/mL, 10 mg/mL, 50 mg/mL y
100 mg/mL, que fueron realizados con una hora de incubacién a 37°C; los
carriles 1y 2 (5 mg/mL y 10 mg/mL) muestra el producto de la genotoxicidad
menor a 5%, el carril 3 (50 mg/mL) aumenta la fragmentacién entre 20 a 40% y
el carril 4 (100 mg/mL) alcanza una fragmentacion entre 40 a 95%,el carril 5 es el
ADN control a 1000 ng/uL.
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La figura 39 muestra la grafica de genotoxicidad del extracto hidroalcohélico de
las hojas de Eucaliptus globulus Labill “eucalipto” a diferentes concentraciones
sobre ADN gendmico de linfocito humano, durante una hora de incubacién a
37°C; que resulta (p=0,004), por tanto las concentraciones influyen directamente
en el efecto genotdxico. (Anexo 26)

Al analizar de manera general en la figura 40, la grafica nos muestra la
comparacion de la genotoxicidad del extracto hidroalcohdlico de eucaliptus
globulus Labill “eucalipto” sobre ADN de Sfaphylococcus aureus, Candida
albicans, Leishmania sp y linfocito humano, durante una hora de incubacion a
37°C; resultando (p=0,837), por tanto la genotoxicidad del extracto no diferencia
el tipo de ADN segun el organismo, afecta de forma similar a todos ellos. (Anexo
27) '

Eucaliptus globulus Labill “eucalipto” presenta actividad antibacteriana de
acuerdo a los estudios realizados al igual que la planta anterior.?® La
genotoxicidad se le puede atribuir a la presencia de flavonoides, taninos como se
ha reportado en un estudio, encontrandose que existe una correlacién positiva
entre la ocurrencia de enfermedades y tumores en la poblacion.®

Existen estudios que nos evidencia la genotoxicidad de Eucaliptus globulus Labill
“eucalipto”, evalud la genotoxicidad del aceite esencial de Eucalyptus globulus,
usando un ensayo de segregacion somatica y una cepa diploide de los hongos
Aspergillus nidulans, la genotoxicidad del aceite se asocié con la induccion de
sobrecruzamiento mitético.”® Asi mismo se realizd de otras especies por el
mismo tipo de ensayo, encontrandose dafio genotoxico.?

Estos estudios realizados nos permite corroborar la genotoxicidad hallada en el
presente trabajo de investigacion, los cuales se realizaron con diferentes
ensayos: ensayo cometa, prueba de Allium cepa, Aspergillus nidulans ?* 22"
Observando los registros fotograficos de la genotoxicidad de las plantas
medicinales en estudio sobre los cuatro tipos de ADN,se encontré que el latex de
“leche leche” es genotoxico sobre los ADN en el siguiente orden: Candida
albicans seguido de Staphylococcus aureus, linfocito humano y Leishmania sp;
el latex de “higo” es muy genotéxico sobre el ADN de Staphylococcus aureus y
Leishmania sp seguido de Candida albicans y linfocito humano, el extracto de
“tara” es genotdxico sobre los ADN en el siguiente orden: Candida albicans y
Staphylococcus aureus, seguido de Leishmania sp y linfocito humano y el
extracto de “eucalipto” es genotéxico sobre los ADN en el siguiente orden:
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Staphylococcus aureus y Candida albicans seguido de Leishmania sp y linfocito
humano. Finalmente comparando el grado de genotoxicidad entre las plantas
medicinales en estudio, se encontrd que el latex de “higo” es muy genotdxico, el
latex de “leche leche” presenta una genotoxicidad moderada y los extractos
hidroalcohdlicos de “tara” y “eucalipto” presentan menor genotoxicidad en

comparacion de las otras plantas.
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VI. CONCLUSIONES

Existe diferencias en la genotoxicidad in vitro de las plantas medicinales
frente al ADN genomico de Staphylococcus aureus, Candida albicans,
Leishmania sp y linfocito humano: El latex de ficus carica L. “higo” si muestra
diferencia estadistica al tipo de ADN segun el organismo (p=0,000); mientras
que el latex de Euphorbia peplus L. “leche leche”, extracto hidroalcohdlico de
Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze “tara” y Eucaliptus globulus Labill
“eucalipto” no muestran diferencias estadisticas al tipo de ADN segun el
organismo (p=0,662), (p=0,057) y (p=0,837) respectivamente.

Los metabolitos secundarios presentes en la “leche leche”, “higo”, “tara” y
“‘eucalipto” son: alcaloides, flavonoides, lactonas y/o cumarinas, fenoles y/o
taninos, saponinas y quinonas.

Las concentraciones del latex de “leche leche” influyen estadisticamente en
el efecto genotoxico sobre ADN genémico de Staphylococcus aureus
(p=0,011), Leishmania sp (p=0,007) y linfocito humano (p=0,007), pero no
influye estadisticamente sobre ADN gendémico de Candida albicans
(p=0,058). Las concentraciones del latex de “higo” influyen estadisticamente
en el efecto genotdxico sobre ADN genémico delinfocito humano (p=0,003),
pero no influyen estadisticamente sobre ADN gendmico de Staphylococcus
aureus (p=0,100), Candida albicans (p=0,068) y Leishmania sp (p=0,100).
Las concentraciones del extracto hidroalcohdlico de “tara” influyen
estadisticamente en el efecto genotoxico sobre ADN gendémico de
Staphylococcus aureus (p=0,008), Candida albicans (p=0,006), Leishmania
sp (p=0,005) y linfocito humano (p=0,0086) y las concentraciones del extracto
hidroalcohdlico de “eucalipto” influyen estadisticamente en el efecto
genotoxico sobre el ADN genémico de Staphylococcus aureus (p=0,004),
Candida albicans (p=0,005), Leishmania sp (p=0,006) y linfocito humano
(p=0,004).
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Vil. RECOMENDACIONES

Desarrollar trabajos de genotoxicidad en cultivos celulares con el “ensayo

cometa” y ensayos in vivo para continuar con el conocimiento de estos

efectos.
Identificar los metabolitos secundarios del latex y de los extractos que

presentaron actividad genotéxico en este estudio.
Ampliar estudios de genotoxicidad con ofras plantas medicinales de uso

comun en nuestra sociedad.
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Anexo 1

Certificado de clasificacion taxonémica de Euphorbia peplus L. “leche leche”,
para la evaluacion de la genotoxicidad. Ayacucho 2014.

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

CERTYIFICA

Que, ta Bach en Farmacia y Bioguimica Srta. Mirtha Estela, GUTIERREZ
MEDINA, ha solicitado I3 identificacién de una muesira vagetal para tabajc de
tesis.

Oicha muestra ha sido estudiada y determinada segun al Sistema de Clasificacién
de Cronguist A, 1888, y o5 coma sigun;

DIVISION : MAGNCULIOPHYTA

CLASE : MAGNOLIOPSIDA
SUB CLASE i ROSICAE

OCRDEN 2 EUPHORBIALES
FAMILIA 4 EUPHORBIACEAE
GENERO : Euphoroia

ESPECIE ; Euphordis peplus L.

NV, g “leche leche®

Se expide 13 centificacién comespordienie a sniciud de la interesada
para los fines que estime conveniente,

Ayacucho, 20 de Noviembre gel 2014

LU R8N Mo esg
&‘f}v c.p;waq C{@;;g;g%

; | i SR
‘ ; -

W.Lli As";rm,w;.m* W " *
JEFG

o

&
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Anexo 2

Certificado de clasificacion taxonémica de Ficus carica L. “higo’, para la
evaluacion de la genotoxicidad. Ayacucho 2014.

: ,' E:L 325”& DEL HERM{UM nuamms&us&s DE LA FACULTAD néj
. CIENCIAS BIOLOGICAS DE LA UNIVERSIDAD Mi(}w«i, u& SaN
: (:Rismm DE HUA}MA

c,a,ﬁxggsc.x“"

Gw la Bach. en Farmaca y Bioquimics, Srta. ﬁim Esmk, mﬁ_“ ;
Mﬁmﬂk !'%a stictado la identificacidn 48 una nwestra vogew para traméo é&'
me

Oicha mugstra ha 550 estudiada y determingds segin el swm des Cla
de Cronquis! A. 1588, yes como sue; “,

- :wi e

DIVISION o MAGNOUIGPHYTA

CLASE x MAGNOLIOPSIOA
SUBCLASE . HAMAMELIDAE
ORCEN - URTICALES
FAMILIA s MORACEAE
. GENERO g Ficus G o
ESPECIE z Ficus carica L.
NV : Z ‘higuera”

Se eim %a cemfscam&n correspondents 3 wt;mmd deta émmsada ¥
para los Fines que estime convenients.

Ayam,za dn Noviembre del 12014

ARy
r % 1#&?&3?&;&%&%
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Anexo 3

Certificado de clasificacion téxdﬁ%mica de éaesalpinia spinosa (Mollina) kuntze
“tara”, para la evaluacién de la genotoxicidad. Ayacucho 2014.

:'EE. JEFE oga HERBARIUM HUAMANGENSIS 0@ LA mcuz.mo os :
. GIENGIAS MOG?GA&‘ DE LA ifﬁNER;S;BAD NACIONAL DE SAN‘:
CRtS‘!‘O&M DE HUAMANGA L

CERTIFICA

Qué, is Bach, en Farmacia y Bloguimica, Srta. Mirtha Estela, GU?!QW f_

-"mEmNﬁ, ha solictads la identificacon de una muestra mgcta; pata 'imbap deff
tesis. : ‘ ‘ T
Chcha muesta ha sido estudiada ¥ determinada seglin of Sésioma e Ciasrﬁméa
oe Cl’muis! A, 1988, y o5 como sigues

wsxﬁw 5 © MAGNOLIOPHYTA

‘CLASE - ¢ MAGNOLIOPSIDA
SUBCLASE ROSIDAE
QOROEN " FABMLES

FAMILIA 2 . CAESALPINIACEAE.

~ GENERO 3 : Caesalipinia culngae L
ESPECIE - ¢ Cagsalpinia spﬂmzsa Molma Kum..
NV, : *larg®

_ Se eméd@ ia ééﬁiﬁwciéﬂ coresporddienie 3 solciud dala inleresasa
para ios fines que estime conveniente.

Ayacucho, 20 de Novembre det 2014
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Anexo 4

Certificado de clasificacion taxonémica de Eucaliptus globulus Labill “eucalipto”,
para la evaluacion de la genotoxicidad. Ayacucho 2014.

£L JEFE OFL HERBARIUM HUAANGENSIS DE LA FACULTAD os{i
CIENCIAS BIOLOGICAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN
C«Rismzm. DE HUAMANGA

CERTIFICA

~Que, ia Bach, en Farmacia y Boquimica, Srta. Mirtha Estela, sunmsz;g
MEDINA, ha sciiciado ia identficacidn de una muesira wgsz&:i para - :rm;o -
tesis, : :
Uicha muesira ha sido estudiads ¥ S&terminada segin ef Sisterna de cimﬁwmanﬁ
da Crwaquis% A 1888 y et como siguss

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA -

CLASE ‘ MAGNOUOPSIDA
SUBCLASE - ROSIDAE
LOROEN ¥ MYRTALES
FAMILIA : MYRTACEAE
GE?#E:RQ 2 . Eucaliptus
ESPECIE : Eucaliptus giobulus Wi" '
NV, . “eucalipto” '

Se expide [ cartificacién cotrespandiente a solicitud de fa interesada
para fos finos Guo astime converents,

Ayacutho, 20 de Noviembra del 2014

IRNTRIRM MACYE te

o Ly *m ;»nwf.mxm
AL a.,g, 92
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Esquema de la obtencion del latex puro y tamizaje fitoquimico para evaluar y
comparar la genotoxicidad in vitro de plantas medicinales sobre el ADN
genomico de Staphylococcus aureus, Candida albicans, Leishmania sp y linfocito

humano. Ayacucho 2014.

1000 pL de latex de cada
planta “leche leche” e “higo”

Latex puro

.

Y Y

Tamizaje Concentracién
fitoquimico del latex:

e 10%
e 25%
e 50%
e 100%

Anexo 5

Extraccién
organica

» ADN de Staphylococcus aureus
e ADN de Candida albicans

e ADN de Leishmania sp

s ADN de linfocito humano

y

Cuantificacion
por
Espectrofotometria

I

Preparacion del stock de
ADN 1000 ng/uL

A

Exposicién delos latex sobre el
ADN genémico.

Electroforesis y radiacion UV
para la visualizacion de
genotoxicidad

!

Observacion, interpretacion,
clasificacion y comparacion del
registro visual del dafio
genotéxico.
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Anexo 6

Esquema de la obtencion del extracto hidroalcohélico y tamizaje fitoquimico para
evaluar y comparar la genotoxicidad in vitro de plantas medicinales sobre el ADN
gendémico de Staphylococcus aureus, Candida albicans, Leishmania sp y linfocito

humano. Ayacucho 2014.

500 g de cada planta:
e Vainas de “tara”

* Hoias de “eucalipto”

Extraccion
organica

y

Extracto hidroalcohélico

e ADN de Staphylococcus aureus
e ADN de Candida albicans

e ADN de Leishmania sp

e ADN de linfocito humano

y A 4

Tamizaje Concentracion
fitoquimico del extracto:
e 5mg/mL
e 10 mg/mL
e 50 mg/mL
100

Cuantificacion
por
Espectrofotometria

l

Preparacién del stock de
ADN 1000 pg/mL

l

Exposicion del e

xtracto sobre el

ADN genémico.

Electroforesis y radiacion UV
para la visualizacién de
genotoxicidad

A

4

Observacion, interpretacion,
clasificacién y comparacion del
registro visual del dafio
genotdxico.
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Anexo7

Caracteristicas producidas en los ensayos para la identificacion de los
metabolitos secundarios. Miranda. Ayacucho, 2014.

Metabolitos Ensayos con Observacién
secundarios reactivos
Dragendorff
Alcaloides Mayer Hay formacién de precipitado en todas las
Hager reacciones.
Wagner
Lactonas . L 3 .
actonas y Baljet Formacién de una coloracion roja.
cumarinas
. : Hay coloracion amarilla, naranja, carmelita o
vonoides Shinoda 3 L !
Flavonnida rojo en la fase amilica. B
; Si es positivo la fase amoniacal es de color
Quinonas Borntrager i Q
rojizo o rosada.
" : Coloracion verde carmelita a luz uv, indica
equinas in i
Gl Gataquinas un ensayo positivo.
. Si es positivo hay formacion de espuma en la
aponin Espum .
Sap g spuma superficie.
Azucares Benedict Si es positivo hay formacion de precipitado
reductoras rojo ladrillo.

Taninos y fenoles

Cloruro férrico

Formacién de una coloracién negruzca.

Aminas
(aminoacidos)

Ninhidrina

Hay coloracién violeta.

Cardendlidos

Kedde

Coloracion violacea.
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Anexo 8

Latex de los tallos de Euphorbia peplus L. “leche leche” yfrutos de Ficus carica L.
“higo”. Ayacucho, 20104,
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Anexo 9

Secado a temperatura ambiente de las vainas de Caesalpinia spinosa (Molina)
kuntze“tara”y hojas de Eucaliptus globulus Labill “eucalipto”para la obtencion del
extracto hidroalcohdlico. Ayacucho, 2014.
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Anexo 10

Tamizaje fitoquimico (reaccion de Shinoda yCloruro férrico) del latex de los frutos
de Ficus carica L. “higo”, del extracto hidroalcohélico de las vainas de
Caesalpinia spinosa (Molina) kuntze “tara” y hojas de Eucaliptus globulus Labill
“eucalipto”.

!I Fuect /i
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Anexo 11

Cultivo de las cepas de Staphylococcus aureus, candida albicans ATCC 40028 y
extraccion del ADN gendémico para la evaluacién de genotoxicidad de las plantas
medicinales en estudio. Ayacucho, 2014.
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Anexo 12

Cuantificacion por espectrofotometria UV de ADN gendmico de Staphylococcus
aureus, Candida albicansATCC 40028, Leishmania sp M 2903 y linfocito
humano; para la evaluacion de la genotoxicidd de las plantas medicinales en
estdio. Ayacucho, 2014.
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Anexo 13

Ensayo “in vitro” y electroforesis en gel de agarosa al 1%, para la evaluacion de
genotoxicidad de plantas medicinales en estudio. Ayacucho, 2014.
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Anexo 14

Registro fotografico de la genotoxicidad de plantas medicinales evaluadas en gel
de agarosa al 1%, con bromuro de etidio al 1%.
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Anexo 15

Valores numéricas del grado de genotoxicidad de las plantas medicinales en estudio, segun la concentracién del extracto hidroalcohdlico
y tiempo de incubacién.

Concentracion del latex (%)y el extracto hidroalcohéiico (mg/mL.)

Tipo de ADN leche leche higo tara eucalipto
10 25 50 100 10 25 50 100 5 10 50 100 5 10 50 100
3 3 4 4 4 4 4 4 1 2 3 4 0 0 2 4
Staphylococcus aureus — 4 a 4 4 4 2 2 1 3 3 3 0 0 3 2
3 4 4 4 4 4 4 4 1 3 2 4 1 1 3 3
3 3 4 4 4 4 4 4 2 3 3 4 0 0 3 4
4 4 4 4 4 4 4 4 2 2 3 4 1 1 2 3
Candida albicans 3 4 4 4 4 4 4 4 2 3 4 4 1 2 3 4
3 3 4 4 4 4 4 4 1 2 3 4 1 1 2 3
3 4 4 4 3 4 4 4 2 3 4 4 0. 1 2 4
2 3 4 4 4 4 4 4 0 0 3 3 0 1 2 3
Leishmania 5p 2 3 4 4 4 4 4 4 0 1 3 3 1 1 2 3
2 4 4 4 4 4 4 4 1 1 2 3 0 1 1 2
3 4 4 4 4 4 4 4 0 0 2 4 1 1 2 3
3 3 4 4 3 3 4 4 1 2 4 4 0 1 2 4
Linfocito humano 3 3 4 4 3 3 4 4 0 1 3 3 0 0 2 3
2 4 4 4 2 4 4 4 0 2 3 4 1 1 2 3
3 3 4 4 2 3 4 4 2 2 4 4 0 1 3 4
Tiempo (h) 1
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Anexo 16

Resultados de la prueba N par de Kruskal-Wallis, para evaluar la genotoxicidad
de latex del tallo de Euphorbia peplus L. “leche leche”, segun el tipo de ADN.
Ayacucho 2014.

Estadisticos descriptivos

Desviacion

Tipo ADN N Media estandar Minimo  Maximo
Staphylococcus 16 3,563 0,629 2,0 4,0
aureus 16 2,500 1,155 1,0 4.0
Candida 16 3750 0,447 3,0 4.0
albicans 16 2,500 1,155 1,0 4,0
Leishmania sp 16 3,438 0,814 2,0 4,0

16 2,500 1,155 1,0 4.0
Linfocito 16 3,500 0,633 2,0 4,0
humano 16 2,500 1,155 1,0 4,0
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Anexo 17

Resultados de la prueba de Kruskal-Wallis, para evaluar la genotoxicidad de
latex de Euphorbia peplus L. “leche leche”, segun el tipo de ADN y Ia
concentracion. Ayacucho 2014.

Categorizacién Concentracion
por Tipo de ADN (mg/mL) N Rango promedio
10 4 3,25
25 4 7
Staphylococcus 55 ei?
aureus 4 11,50
100 4 11,50
Total 16
10 4 4,50
25
Candida albicans 4 i
50 4 10,50
100 4 10,50
Total 16
10 4 2,75
Leishmania s, =~ . Byen
P 50 4 11,50
100 4 11,50
Total 16
10 4 3,63
25 4 6,38
Linfocito humano
IS 50 4 12,00
100 4 12,00
Total 16
Estadisticos de prueba®’
Chi-cuadrado 11,182
Staphylococcus Gl 3
aureus Sig. Asintotica 0,011
Chi-cuadrado 7,500
Candida albicans Gl 3
Sig. Asintética 0,058
Chi-cuadrado 12,101
Leishmania sp Gl 3
Sig. Asintética 0,007
Chi-cuadrado 12,064
Linfocito humano Gl 3
Sig. Asintética 0,007

a. Prueba de Kruskal-Wallis
b. Variable de agrupacion: concentracion (mg/mL)
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Anexo 18

Resultados de la prueba de Kruskal-Wallis, para evaluar la genotoxicidad del
latex del tallo de Euphorbia peplus L. “leche leche”, segln el tipo de ADN.
Ayacucho 2014.

Estadisticos descriptivos

Desviacion
N Media estandar Minimo  Maximo
Genotoxicidad 64 3,563 0,639 2,0 4,0
Tipo ADN 64 2,500 1,127 1,0 4,0
Categorizacién por tipo
N Rango promedio
Staphylococcus aureus 16 32,22
Candida albicans 16 36,63
Leishmania sp 16 ‘ 30,78
Linfocito humano 16 30,38
Total 64
Estadisticos de prueba®”

Chi-cuadrado 1,587
Gl 3
Sig. asintética 0,662

a. Prueba de Kruskal Wallis
b. Variable de agrupacién: tipo de ADN
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Anexo 19

Resultados de la prueba N par de Kruskal-Wallis, para evaluar la genotoxicidad
del latex del fruto de Ficus carica L. "higo”, segln la concentracion. Ayacucho
2014.

Estadisticos descriptivos

Desviacion
Tipo ADN N Media estandar Minimo  Maximo

i 4,000 0,000 4,00 4,0
aureus 16 2,500 1,155 1,00 40
Candida 16 3,938 0,250 3,00 4,0
albicans 16 2,500 1,155 1,00 40
Leishmania sp 16 4,000 0,000 4,00 4,0

16 2,500 1,155 1,00 4,0
Linfocito 16 3,438 0,727 2,00 4,0
humano 16 2,500 1,155 1,00 40
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Anexo 20

Resultados de la prueba de Kruskal-Wallis, para evaluar la genotoxicidad del
latex del fruto de Ficus carica L. “higo”, segtn el tipo de ADN y la concentracion.
Ayacucho 2014.

Categorizacion por  Concentracion

tipo de ADN (mg/mL) N Rango promedio
10 4 8,44
25 4 8,44
Staphylococcusaureus -
Py 50 4 8,44
100 4 8,44
Total 16
10 4 7,00
25
Candida albicans 4 o
50 4 9,00
100 4 9,00
Total 16
10 4 8,44
Leishmania sp < 4 oA
50 4 8,44
100 4 8,44
Total 16 ‘
10 4 3,25
25
Linfocito humano - AL
50 4 12,00
100 4 12,00
Total 16
Estadisticos de prueba®’
Chi-cuadrado 5,469
Staphylococcus Gl 3
aureus - -
Sig. Asintotica 0,100
Chi-cuadrado 6,500
Candida albicans G 3
Sig. Asintotica 0,068
Chi-cuadrado 5,610
Leishmania sp Gl 3
Sig. Asintética 0,100
Chi-cuadrado 12,946
Linfocito humano Gl 3
Sig. Asintotica 0,003

a. Prueba de Kruskal-Wallis
b. Variable de agrupacion: concentracién (mg/mL)
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Anexo 21

Resultados de la prueba de Kruskal-Wallis, para evaluar la genotoxicidad del
latex del fruto de Ficus carica L. “higo”, segun el tipo de ADN. Ayacucho 2014.

Estadisticos descriptivos

Desviacion
N Media estandar Minimo  Maximo
Genotoxicidad 64 3,844 0,444 2,0 4,0
Tipo ADN 64 2,500 1,127 1,0 4,0
Tipo ADN N Rango promedio
Staphylococcus aureus 16 36,50
Candida albicans 16 34,56
Leishmania sp 16 36,50
Linfocito humano 16 22,44
Total 64
Estadisticos de prueba™®

Chi-cuadrado 16.,73
Gl 3
Sig. Asintética 0,000

a. Prueba de Kruskal Wallis.
b. Variable de agrupacién: tipo de ADN.
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Anexo 22

Resultados de la prueba N par de Kruskal-Wallis, para evaluar la genotoxicidad
del extracto hidroalcohdlico de la vaina de Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze
“tara”, segun el tipo de ADN. Ayacucho 2014.

Estadisticos descriptivos

Desviacion

Tipo ADN N Media estandar Minimo  Maximo
Staphylococcus 16 2,625 1,025 1,0 40
aureus 16 2’500 1‘155 1’0 4’0
Candida 16 2,938 0,998 1,0 4,0
Leishmania sp 16 1,625 1,408 0,0 4,0

16 2,500 1,155 1.0 40
Linfocito 16 2,438 1,414 0,0 4,0
humano 16 2,500 1,155 1,0 4.0
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- Anexo 23

Resultados de la prueba de Kruskal-Wallis, para evaluar la genotoxicidad del
extracto hidroalcohdlico de la vaina de Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze
“tara”, segun el tipo de ADN y la concentracion. Ayacucho 2014.

Categorizacion

Concentracion

por tipo de ADN (mg/mL) N Rango promedio
5 4 2,75
10
Staphylococcus = 4 8,75
aureus 1 8,75
100 4 13,75
Total 16
5 4 3,25
10
Candida albicans . bas
50 4 11,00
100 4 13,50
Total 16
5 4 4,00
Leishmania s 10 3 240
P 50 4 11,25
100 4 13,75
Total 16
5 4 3,25
10 4 5.75
Linfocito humano
: . 50 4 12,00
100 4 13,00
Total 16
Estadisticos de prueba™®
Chi-cuadrado 11,912
Staphylococcus Gl 3
B Sig. Asintotica 0,008
Chi-cuadrado 12,463
Candida albicans g 3
Sig. Asintética 0,006
Chi-cuadrado 12,780
Leishmania sp Gl 3
Sig. Asintética 0,005
Chi-cuadrado 12,601
Linfocito humano G 3
Sig. Asintética 0,006

a. Prueba de Kruskal-Wallis
b. Variable de agrupacién: concentracién (mg/mL)
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Anexo 24

Resultados de la pruebade Kruskal-Wallis, para evaluar la genotoxicidad del
extracto hidroalcohédlico de la vaina de Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze
“tara”, segun el tipo de ADN. Ayacucho 2014.

Estadisticos descriptivos

Desviacion
N Media estandar Minimo  Maximo
Genotoxicidad 64 2,406 1,294 0,0 4,0
Tipo ADN 64 2,500 1,127 1,0 4,0
Tipo ADN N : Rango promedio
Staphylococcus aureus 16 34,84
Candida albicans 16 39,47
Leishmania sp 16 22,50
Linfocito humano 16 33,19
Total ) 64
Estadisticos de prueba®®

Chi-cuadrado 7,534
Gl 3
Sig. Asintotica 0,057

a. Prueba de Kruskal-Wallis
b. Variable de agrupacion: Tipo de ADN
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Anexo 25

Resultados de la prueba N par de Kruskal-Wallis, para evaluar la genotoxicidad
del extracto hidroalcohélico de la hoja de Eucaliptus globulus Labill “eucalipto”,
segun tipo de ADN. Ayacucho 2014.

Estadisticos descriptivos

Desviacion

Tipo ADN N Media estandar Minimo  Maximo
Astaphyfoc‘accus 16 1,750 1 ,653 0,0 4,0
aureus 16 1,000 0,000 1,0 1,0
Candida 16 1,938 1,182 0,0 40
albicans 16 2,000 0,000 2,0 2,0
Leishmania sp 16 1,500 0,966 0,0 3,0
16 3,000 0,000 3,0 3,0
Linfocito 16 1,688 1,4011 0,0 4.0
humano 16 4,000 0,000 40 4,0
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Anexo 26

Resultados de la prueba de Kruskal-Wallis, para evaluar la genotoxicidad del
~extracto hidroalcohdlico de la hoja de Eucaliptus globulus Labill “eucalipto”,
segun el tipo de ADN yla concentracién. Ayacucho 2014.

Categorizacion Concentracién
por tipo ADN (mg/mL) N Rango promedio
5 4 4,50
10
Staphylococcus 55 4 3,50
aureus 4 10,88
100 4 14,13
Total 16
5 4 3,63
10 :
Candida albicans 4 ik
50 4 10,38
100 4 14,25
Total 16
5 4 3,75
Leishmania sp 10 2 9,00
50 4 10,13
100 4 14,13
Total 16
5 4 3,50
10
Linfocito humano 4 rd
50 4 10,75
100 4 14,25
Total 16
Estadisticos de prueba®’
Chi-cuadrado 13,196
Staphylococcus Gl 3
aureus - —
Sig. Asintotica 0,004
Chi-cuadrado 12,935
Candida albicans g 3
Sig. Asintética 0,005
Chi-cuadrado 12,432
Leishmania sp G 3
Sig. Asintética 0,006
Chi-cuadrado 13,295
Linfocito humano Gl 3
Sig. Asintotica 0,004

a. Prueba de Kruskal-Wallis
b. Variable de agrupacién: concentracion (mg/mL)
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“ Anexo 27

Resultados de la prueba de Kruskal-Wallis, para evaluar la genotoxicidad del
extracto hidroalcohdlico de la hoja de Eucaliptus globulus Labill “eucalipto”,

segun tipo de ADN. Ayacucho 2014.

Estadisticos descriptivos

Desviacion
N Media estandar Minimo Maximo
Genotoxicidad 64 1,719 1,303 0,0 4,0
Tipo ADN 64 2,500 1,127 1,0 4,0
Tipo ADN N Rango promedio
Staphylococcus aureus 16 32,09
Candida albicans 16 35,88
Leishmania sp 16 30,13
Linfocito humano 16 31,91
Total 64
Estadisticos de prueba®®

Chi-cuadrado 0,853
Gl 3
Sig. Asintotica 0,837

a. Prueba de Kruskal-Wallis

b. Variable de agrupacién: Tipo de ADN
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Anexo 28

Matriz de consistencia

TITULO  PROBLEMA OBJETIVO MERGE TEGRISO HIPOTESIS VARIBBLES METODOLOGIA
Comparacién ;Cudles seran GENERAL Aspectos Las plantas Variable Principal: Tipo de investigacion:
de la las similitudesy - Comparar la genotoxicidad Botanicos de medicinales Plantas medicinales Basica — descriptivo.
genotoxicidad diferencias de in vitro de las plantas Euphorbia Euphorbia peplus L. Euphorbia peplus L. Nivel de investigacién:
in vitro de la medicinales Euphorbia peplus peplus‘leche “leche leche”, Ficus “leche leche”, Ficus Baésico.
Euphorbia genotoxicidad L. “leche leche”, Ficus carica L. leche”, Ficus carica carica L. ‘“higo", carica L. “higo”, Poblacién: Euphorbia peplus L. “leche leche”,
peplus L. in vifro de “higo°’, Caesalpinia spinosa "higo®, Caesalpinia Caesalpinia spinosa Caesalpinia spinosa Ficus carica L. "higo”, Caesaipinia spinosa
“leche leche", Euphorbia (Molina) Kuntze “tara® y spinosa (Molina) (Molina) Kuntze'tara” (Molina) Kuntze “tara”y (Molina) Kuntze “tara” y Eucaliptus globulus
Ficus carica L. peplus L. “leche Eucaliptus  globulus  Labill Kuntze'tara” Yy Y Eucaliptus globulus Eucaliptus globulus Labill “eucalipto”, que crecen en la comunidad
“higo”, leche”, Ficus “eucalipto”, frente a ADN Eucaliptus globulus Labill “eucalipto”, Labill "eucalipto”. de Colpa del distrito de Acos Vinchos de la
Caesalpinia  carical.. “higo”, genémico de Staphylococcus Labill “eucalipto™ presentan similitudes provincia de Huamanga, Regién Ayacucho.
spinosa Caesalpinia aureus, Candida albicans, Clasificacién y diferencias en la Indicador: Muestra: 1000 L de latex de los tallos de
(Molina) spinosa Leishmania sp y linfocito taxonémica, genotoxicidad in vitro -Concentracion del Euphorbia peplus “leche leche”, 1000 uL de
Kuntze “tara” (Molina) humano. Descripcién frente a ADN latex (%) y extracto latex delos frutos de Ficus carica “higo”, 500 g
y Eucaliptus Kuntze'tara” vy botanica, genémico de hidroalcohélico de vainas secas de Caesalpinia spinosa
globulus Eucaliptus ESPECIFICOS: Composicion Staphylococcus {mg/mL). (Molina) Kuntze “tara” y 500 g de hojas frescas
Labill globulus Labill - Identificar los metabolitos quimica, aureus, Candida de Eucaliptus globulus Labill "eucalipto”.
"eucalipto”, “eucalipto”, secundarios en litex de Actividadbiolégica. albicans, Leishmania Variable secundaria: Disefio Experimental:
Ayacucho - frente a los Euphorbia peplus L. ‘“leche -Staphylococcus spy linfocito humano. Genotoxicidad in vitro Los ensayos se realizardn con un modelo in
2014. ADN gendmico leche”y Ficus carica L. *higo”, aureus. de las plantas vitro para estudiar la genotoxicidad del latex y
de y en extracto hidroalcohélico de -Candida medicinales. extractos etandlicos, sobre los ADN gen6mico
Staphylococcus Caesalpinia spinosa (Molina) albicans, Indicador: de Staphylococcus aureus, Candida albicans,
aureus, Kunize'tara®” y  Eucaliptus -Leishmania sp - ADN gendmico de Leishmania sp y linfocito  humano;
Candida globulus Labill “eucalipto”. -Linfocito Staphylococcus aureus. demostrandose por su fragmentacion.
albicans, - Contrastar similitudes y humano. - ADN genémico de Andlisis estadistico:
Leishmania sp diferencias de la genotoxicidad -Estructura de Candida albicans. Los datos fueron agrupados y presentados en
y linfocito in vitro de los latex y extractos ADN - ADN gendmico de tablas, expresados en registros fotograficos y
humano? hidroalcohdlicos de las plantas -Determinacién de Leishmania sp. figuras que explican mejor los hallazgos. El
medicinales en estudio, frente a la pureza y - ADN gendmico de dafio genotéxico se evalué mediante el paquete
ADN gendémico de cuantificacién de linfocito humano. estadistico SPSS, Kruskal-Wallis para mas de
Staphylococcus aureus, ADN Fragmentacion del dos muestras independientes. E! valor de
Candida albicans, Leishmania -Genotoxicidad. Acido (ps0,05); se considerdé como el nivel
sp y linfocito humano. -Electroforesis desoxirribonucleico estadisticamente significativo.
(ADN).
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