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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivos determinar el efecto
genotoxico in vitro del latex de plantas medicinales de uso dérmico Argemone
mexicana L. “cardo santo” y Taraxacum officinale “diente de leén” e identificar los
metabolitos secundarios presentes. El tamizaje fitoquimico se realizé6 mediante el
método de Lock y Miranda, la estimacion del dafio genotdxico “in vitro” fue
determinado mediante electroforesis en gel de agarosa. El latex de las plantas
medicinales de uso dérmico de Argemone mexicana L.”cardo santo” y Taraxacum
officinale “diente de le6n” presentan una importante actividad genotoxica frente al
ADN gendémico humano. Los metabolitos secundarios identificados en el latex
Argemone mexicana L. “cardo santo” fueron: alcaloides, compuestos fendlicos y
taninos (+++), mientras que en el latex de Taraxacum officinale “diente de leén”
los metabolitos secundarios identificados fueron: compuestos fendlicos y taninos
(+++), alcaloides (+), cardendlidos (+). El latex de Argemone mexicana L.”cardo
santo” desde 10% al 100% de concentracién, presenta un potente efecto
genotoxico frente al ADN gendmico humano, fragmentéandolo en 100%; mientras
que el latex de Taraxacum officinale “diente de ledén” muestra que las
concentraciones de 50% y 100% de latex presentan fragmentacion del ADN en
100%, y las de 10% y 25%, fragmentan el ADN genémico humano entre 40% a
95%, siendo esta la diferencia estadisticamente significativa (p<0,05). En
conclusion el latex de Argemone mexicana L.”cardo santo” y Taraxacum officinale
“diente de ledn” son genotdxicas.

Palabras claves: Genotoxicidad, Argemone mexicana L, Taraxacum officinale

XV






l. INTRODUCCION

La actual predisposicién a consumir productos naturales y, en muchas regiones,
la dificil disponibilidad y accesibilidad a los medicamentos han llevado a las
poblaciones del mundo a buscar otras alternativas para aliviar sus dolencias. Una
de las més difundidas ha sido el regreso a la medicina ancestral, lo cual ha
provocado un aumento en el consumo de fitoterapéuticos, existe ademas una
creciente inclinacion por el uso de extractos naturales como parte de la dieta o en
aplicaciones benéficas como unguientos o lociones.!?

El Per( presenta una riqueza y mega diversidad de plantas medicinales nativas,
desde la época pre incaica hasta la actualidad. Siendo estas ultimas utilizadas en
forma empirica por sus bondades terapéuticas en el cuidado y restauracién de la
salud debido a la actividad farmacoldgica que poseen pero a la vez pudiendo
ocasionar toxicidad de las mismas, dependiendo de la dosis consumida. Por esto
resulta importante estudiar las plantas téxicas como fuente de productos activos,
una de las formas de evaluacion de toxicidad esta dada por su efecto sobre el
patrimonio genético, nivel de analisis propio de la “genética toxicolégica”.®* El
ensayo cometa, también denominado electroforesis de células individuales, es
una técnica rapida, sensible y relativamente simple, que detecta dafios en el ADN
a nivel de células individuales. El ensayo cometa ha sido ampliamente estudiado
con el fin de conocer sus ventajas y limitaciones en estudios de toxicidad
gendmica, ecoldgica y biomonitorizacion, este método se basa en la capacidad
del ADN, de carga negativa, para migrar a través de un gel de agarosa en
respuesta a un campo eléctrico hacia la carga positiva. El grado de migracién de
la molécula depende directamente de los dafios en el ADN presente en las
células.®

Uno de los problemas que la humanidad ha enfrentado durante su existencia viene
a ser las infecciones de la piel, las enfermedades de la piel son muy frecuentes.

Sin embargo, es probable que incluso las personas que consideran su piel “sana”



hayan tenido cierto grado de acné y tal vez uno u otro de los multiples trastornos
cutaneos comunes. El eccema atopico y las otras formas de eccema afectan a
cerca del 15% de la poblacion menor de 12 afios, la psoriasis afecta al 1-2%, y las
verrugas virales, verrugas seborreicas y queratosis solar afectan a grandes
segmentos de la poblacion. No es frecuente que los trastornos de la piel sean
graves, pero causan molestia considerable y una gran discapacidad. La
discapacidad causada es fisica, emocional y socioecondémica. La piel es una
estructura extraordinaria. Las personas dependen por completo de esta barrera,
gque separa el ambiente externo potencialmente dafiino del interior vulnerable del
cuerpo.® El uso de las plantas medicinales en la terapéutica requiere, al igual que
los productos sintéticos, de investigaciones previas y posteriores a su
comercializaciéon, donde sigan siendo observadas mediante estudios de
farmacovigilancia.’

En el presente estudio, la estimacién del dafio genotdxico in vitro fue determinado

con la metodologia propuesto por Miranda, que consiste en exponer al ADN

gendémico humano a diferentes concentraciones del latex de la planta medicinal a

37°C, luego sometido a electroforesis en gel de agarosa con bromuro de etidio al

1% y visualizado en radiacion de luz ultra violeta, dentro del sistema de registrador

de imagenes Biometra UV solo TS, constituyendo un método eficaz y eficiente

para determinar la genotoxicidad de las plantas medicinales.®

Se plantearon los siguientes objetivos:

Objetivo General:

Determinar el efecto genotdxico in vitro del latex de plantas medicinales de uso

dérmico Argemone mexicana L. “cardo santo” y Taraxacum officinale “diente de

ledn”.

Objetivos Especificos:

1. Determinar la presencia de metabolitos secundarios del latex de plantas
medicinales de uso dérmico Argemone mexicana L. “cardo santo” y Taraxacum
officinale “diente de ledn”.

2. Caracterizar el efecto de la genotoxicidad del latex de las plantas medicinales
de uso dérmico en estudio, con ensayos in vitro frente al ADN genomico de

linfocitos humano, detectado mediante electroforesis.



Il MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes del estudio.

La utilizacibn de sustancias naturales en el tratamiento de diferentes
enfermedades, incluidas las de etiologia infecciosa, constituye en la actualidad un
desafio en la medicina y se ofrece como una alternativa, especialmente en
aquellas dolencias para las que no existe un remedio adecuado. Un namero
creciente de personas recurren a sus propiedades curativas basandose en su uso
tradicional. No obstante, ciertas plantas medicinales no han mostrado las
propiedades que les atribuye la medicina popular, e incluso han resultado
peligrosas.®

Esto ha ocasionado un vacio en el conocimiento de las propiedades medicinales
de numerosas plantas, pero éstas también pueden tener efectos secundarios,
entre ellos aquel que puede causar dafio a nivel del ADN del organismo patégeno
como en las células de la persona que esta recibiendo el tratamiento directamente
con estas plantas o con los productos procesados, por lo que es hecesario conocer
si estas pueden estar ejerciendo este efecto al ADN y a qué concentraciones se
puede presentar.?’ Desde hace varias décadas el ensayo Cometa, o electroforesis
alcalina de células individuales, se ha convertido en un método establecido para
el estudio del dafio de &cido desoxirribonucleico, con multiples aplicaciones en
ensayos de genotoxicidad, estudios de biomonitoreo en humanos, epidemiologia
molecular y ecotoxicologia; asi como una herramienta fundamental para
investigaciones sobre dafio y reparacion del acido desoxirribonucleico.!

En cuanto a los trabajos de investigacion realizados referente a las plantas en
estudio, podemos mencionar:

Angel evalué la actividad genotoxica de propdleos recolectados en diferentes
apiarios de Cundinamarca y Boyaca (Colombia)”. La metodologia utilizada para
alcanzar su objetivo, incluy6 el montaje de una bateria de dos pruebas de
genotoxicidad en linfocitos de sangre periférica humana: ensayo de micronucleos
(MN) y la prueba de cometa (SCEG). Se utilizaron dos muestras de propdleo:

Universidad Nacional de Colombia y San Mateo — Boyaca; se realizaron



extracciones etandlicas de cada muestra y se evaluaron cuatro concentraciones
(0,0156; 0,0312; 0,0468 y 0,0624 ug/uL). Los resultados mas relevantes de cada
una de las pruebas demuestran que existe una diferencia entre los propéleos que
provienen de regiones geograficas distintas, tanto en la composicion quimica
como en su actividad biolégica, se observaron efectos citotdxicos y genotoxicos
para ambos tipos de propdleo que se relacionaron con el incremento de las
concentraciones y con el tipo de propoleo. El andlisis estadistico fue a través de
la prueba de Chi-cuadrada para el ensayo de MN y ANOVA con prueba Tukey
para el ensayo cometa, determinando que hay diferencias significativas entre las
concentraciones evaluadas y respecto al control. Finalmente se concluy6 que la
muestra (UN) produce mas dafio en todas las concentraciones evaluadas que la
muestra (SM) sobre linfocitos de sangre periférica humana y que pueden ser
evaluadas con los ensayos de MN y Cometa.'?

Brugésy col., (2007) en el estudio que realizaron sobre la evaluacion preliminar
de toxicidad, genotoxicidad y actividad antimicrobiana de Sida rhombifolia L.
donde Los extractos etandlicos presentaron una importante actividad genotoéxica
sobre los linfocitos en el ensayo Cometa, siendo el extracto etandlico de raices el
gue presenta mayor genotoxicidad (CL50 35 ppm). Es importante sefialar que el
extracto acuoso de hojas presenta una baja genotoxicidad (CL50 900 ppm), lo cual
es relevante si se toma en consideracion que es la parte de la planta
tradicionalmente utilizada por las comunidades indigenas ubicadas en la Sierra
Nevada de Santa Marta.*

Remigio y col., (2001) realizaron el estudio genotoxico in vivo de 6 extractos de
plantas medicinales en células de la médula 6sea de roedores, los extractos fueron
administrados por via oral. Como controles negativo y positivo se utilizaron agua
y ciclofosfamida (40 mg/kg) respectivamente. Al final del tratamiento los animales
fueron sacrificados y procesada la médula ésea para obtener las preparaciones.
Solo uno de los seis extractos ensayados indujo micronucleos en las células
somaticas de los animales tratados.™®

Palacio evalu6 la actividad anti-genotoxica mediante ensayo cometa de la
horchata expendida en los mercados de Loja, en este trabajo se evaluo la actividad
genotodxica y anti-genotoxica de 9 tipos distintos de horchata sobre la linea celular
de Ovario de Hamster Chino (CHO-K1) mediante ensayo cometa y la produccion

e inhibicion de especies reactivas de oxigeno mediante fluometria. Los resultados



indican que las horchatas producen efectos genotoxicos en el ADN de las células,
asi como la produccién de ROS.**

Vizosoy col., (2005) realizaron el estudio genotdxico in vitro del extracto fluido de
Casia grandis L. y el gel de Aloe vera L. con el objetivo de conocer la posible
actividad mutagénica del extracto fluido de Cassia grandis L. y el gel de Aloe vera
L., se llevd a cabo un estudio toxicogenético empleando dos sistemas de ensayo
a corto plazo uno in vitro y otro in vivo; el modelo Aspergillus nidulans D-30 que
detecta dafio primario al ADN y el ensayo de induccion de micronucleos en médula
Gsea de ratdn el cual determina dafio clastogénico y aneugénico. En el ensayo in
vitro con el hongo Aspergillus nidulans D-30 (segregacién mitética) se evaluaron
con concentraciones del extracto fluido de Cassia grandis L., desde 0,067 a 1,675
mg de sdlidos totales/mL y para el gel de Aloe vera L., concentraciones de 0,09 a
1,00 mg de sdlidos totales/mL. En la prueba in vivo de induccién de microndcleos
se ensayaron para la Cassia grandis L. y para el gel de Aloe vera L., dosis de 500,
1000 y 2000 mg/kg de peso corporal (pc). En ambas baterias de ensayos
genotoxicos ninguno de los 2 fitofarmacos mostré ni dafio celular ni actividad
genotéxica.r®

Gadanoy col., (2004) realizaron un estudio del Screening genotéxico de hierbas
medicinales utilizadas en la medicina tradicional Argentina, en el screening
genotobxico realizado sobre seis especies diferentes de plantas medicinales
argentinas mediante la electroforesis de una sola célula, se determiné que cuatro
de ellas indujeron dafio al ADN. Las plantas que indujeron roturas doble y simple
cadena fueron: Chenopodium multifidum (paico); Schkuhria pinnata
(canchalagua); Solanum sisymbriifolium (espino colorado) y Lithraea molleoides
(molle de beber).t®

Juarez evalué la posible actividad genotdxica de alfa-asarona en células
gaméticas y somaticas de vegetales, en esta investigacion se utilizé el sistema de
micronlcleos en células meib6ticas de Tradescantia clon 4430 y en células
meristematicas de Allium cepa, sistemas que son altamente eficientes, sensibles
y Utiles para evaluar genotoxicidad. Se estudiaron siete concentraciones: 30, 60,
90, 150, 180, 210 y 250 pg/ml para cada uno de los sistemas, por triplicado; se
utilizé etanol al 1% como disolvente. Para Tradescantia se obtuvo un efecto
genotobxico (p<0.05) a las concentraciones de 180, 210 y 250 pg/ml. Con el
sistema de Allium cepa los resultados muestran un efecto genotoxico a la

concentracion de 210 pg/ml, sin alteraciones en su indice mitético (9,0%), mientras



que a 250 pg/ml se observa un efecto tdxico (p<0.05) con inhibicién de la divisién
mitética (0.12%). Es conveniente restringir el uso de Guatteriagaumeri en tanto no
se cuenten con otros datos de evaluacion.’

Chang y col.,, (2003) evaluaron la Cytotoxic Benzophenanthridine and
Benzylisoquinoline Alkaloids from Argemone mexicana. El fraccionamiento del
extracto cloroférmico de la parte aérea de Argemone mexicana se utilizé para el
aislamiento de dos alcaloides de tipo benzofenantridina, N-dimetiloxisanguinarina
y pancorina; tres alcaloides de tipo bencilisoquinolina, (+)-1,2,3,4-tetrahidro-1-(2-
hidroximetil-3,4-dimetoxifenilmetil)-6,7-metilendioxiisoquinolina, (+) - higenaminey
(+) - Reticulina. Entre ellos, N-dimetiloxisanguinarina es un nuevo compuesto, y
(+)-1,2,3,4-tetrahidro-1-(2-hidroximetil-3,4-dimetoxifenilmetil)-6, 7-metilendioxi-
isoquinolina fue aislado por primera vez de una fuente natural, a la que se asigné
un trivial nombre, (+) —argenaxina. Ademas, se aislaron también seis compuestos
no alcaloides conocidos e identificados. Todos los compuestos se caracterizaron
sobre la base de sus datos espectrales y evidencias quimicas. Algunos alcaloides
aislados de esta especie fueron evaluados por su citotoxicidad al carcinoma
nasofaringeo humano (HONE-1) y el cancer gastrico humano (NUGC) lineas
celulares. Se encontré que la queleritrina exhibe una actividad significativa contra
la lineacelular NUGC, mientras angoline inhibe ambos tipos. (+) — Argenaxine,
mostré una actividad moderada contra la linea celular NUGC.*8

Brahmachari y col., (2013) Realizaron un estudio sobre el extracto metandlico de
las hojas de Argemone mexicana L, donde presentan actividad citotéxica contra
fibroblastos de ratén sano (NIH3T3) y tres lineas de células cancerosas humanas
(AGS, HT-29 y MDA-MB-435S) utilizando el MTT [3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-
difeniltetrazolio] segun lo informado por Uddin (2011). El resultado mostré que el
extracto es muy activo contra MDAMB-435S linea celular de cancer (IC50 1,82 mg
/ ml). Chang (2003) aisl6 varios alcaloides de Argemone mexicana L. y evalué la
actividad citotoxica de alguno de ellos. N-demethyloxysanguinarine, pancorine, (+)
- argenaxine, (+) —higenamine, (+) - reticulina, angoline y queleritrina para el
carcinoma nasofaringeo humano (HONE-1) y céncer géastrico (NUGC) lineas
celulares humanas. Queleritrina se encontré que era el mas activo entre la serie
contra lineas celulares NUGC, mientras que (+) — argenaxine sé6lo mostré una
actividad moderada. Por otra parte, angoline inhibe tanto el cancer HONE-1 y

NUGC lineas de células.?®



Huaman y col.,, (2014) realizaron un estudio genotoxico de una bebida
experimental de quinua, kiwicha y kafiiwa, evaluaron el potencial genotoxico de
esta bebida experimental mediante dos pruebas in vitro validadas por agencias
internacionales. En la prueba de Ames se utilizaron las cepas TA98 y TA100 de
Salmonella typhimurium, con y sin fraccién microsomal (S9). Se evaluaron 4 dosis
de bebida y ademas un posible efecto antimutagénico. Para la prueba de
micronucleos se uso cultivos de linfocitos con células binucleadas en presencia
de cinco dosis de la bebida. Ambas pruebas indican que la bebida estudiada en
sus distintas dosis no presenta efecto genotoxico. Sin embargo, en la evaluaciéon
del posible efecto protector de la bebida se evidenciaria que por el contrario se
potencia el efecto mutagénico de los mutadgenos empleados para cada cepa. Por
lo tanto, es importante que esta bebida experimental sea sometida a pruebas
adicionales in vitro e in vivo para evaluar el potencial genotdxico antes de su
consumo.?

Zafar y col., (2014) evaluaron la actividad antibacteriana in vitro de los extractos
(metanol, cloroformo y agua destilada) de Taraxacum officinale. El resultado del
extracto de Taraxacum officinale en metanol y cloroformo se mostr6 que es eficaz
contra todos los patdégenos bacterianos ensayados Pseudomona aeruginosa,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis y Micrococcus luteus,
mientras que los extractos en agua destilada no mostraron ninguna actividad. La
concentracion minima inhibitoria (MIC), de los extractos contra estas cepas
bacterianas estaba en el rango de 0,30 mg / ml. Los diferentes resultados del
analisis fitoquimico indica la presencia de metabolitos secundarios como
alcaloides, taninos y flavonoides que pueden ser responsables del ensayo
antibacteriano.?

Remigio y col., (2007) estudiaron el efecto genotdxico de un extracto de Indigofera
suffruticosa Mill. mediante el ensayo Salmonella/microsomas con las lineas TA
1535, TA 1537, TA 98 y TA 100 que resultdé positivo para el protocolo de
incorporacién en placas con las cepas TA 1535, TA 1537 con un rango de
concentraciones de 50 a 5000 ug/placa (+ S9). Mediante el ensayo de induccion
de micronlcleos en médula 6sea de raton el extracto exhibi6 un aumento
estadisticamente significativo en la frecuencia de PCE micronucleados en las
hembras tratadas y una relacion dosis respuesta positiva, cuando se evaluaron
dosis de 500, 1000 y 2000 mg/kg por via oral con el ensayo de micronucleos en

médula 6sea de raton.?



2.2 Aspectos botanicos de Argemone mexicana L. “cardo santo”.

2.2.1 Clasificacién taxondmica de Argemone mexicana L. “cardo santo”.

La identificacion para la muestra vegetal para el presente trabajo de tesis, ha sido
determinada segun el Sistema de Clasificacion de Cronquist. A., 1988 de la
Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional de San Cristobal de
Huamanga, por la Blga. Aucasime®

Division : Magnoliophyta

Clase : Magnoliopsida

Sub clase : Magnollidae

Orden . Papaverales

Familia . Papaveraceae

Género : Argemone

Especie : Argemone mexicana L.

Nombre Vulgar : “cardo santo”

Fuente: Certificado emitido por el Herbarium Huamangensis de la Facultad de
Ciencias Bioldgicas, UNSCH (2013) (Anexo 1).

2.2.2 Descripcién botéanica

Es una planta anual o bianual, herbacea de climas tropicales y subtropicales,
erecta cuya altura llega a ser mas de un metro, presenta tallos ramificados mas o
menos cilindricos espinosos glaucos, contienen latex de color amarillo. Sus hojas
son simples pinnatipartidas, de disposicion alterna. Las flores son generalmente
solitarias, bisexuales y actinomorfas, céaliz formado por dos sépalos caducos;
corola formado por 4 -6 pélalos de color amarillo también caducos. Estambres
numerosos Y libres. Gineceo de ovario supero, bicarpelar y unilocular numerosos
ovulos. El fruto es una cépsula, oblonga, espinosa, de 2,5 -5 cm de largoy 2 cm
de ancho, con 4-6 valvulas de apertura en la punta para su liberacion.

Se encuentra distribuida desde Estados Unidos, México, América Central,
Colombia, Guyana, Venezuela, Brasil, Ecuador, Perd, Uruguay y Argentina.
Naturalizada en la India, Java, Egipto, Ghana, Nigeria, Australia y en lo trépicos
de todos los continentes, En el Peru es frecuente en los valles interandinos, esta
planta es de crecimiento esponténeo, incluso como hierba invasora de los terrenos
de cultivo. Es importante en la apicultura: productora de polen. Crece en forma
espontaneay silvestre, su propagacion y crecimiento estan supeditados a la época

de lluvias generalmente.?4+25



2.2.3 Usos tradicionales

Argemone mexicana es una planta muy usada en la Medicina Tradicional, en el
tratamiento de numerosas enfermedades, varias partes de la planta tienen potente
actividad antiemética, actividad narcética y tradicionalmente ha sido usada para
tratar la sifilis y enfermedades de la piel. Las semillas son usadas contra la tos y
el asma, también son laxativas y expectorantes. La raiz es antihelmintica. En la
Medicina Tradicional Mexicana la planta Argemone mexicana es usada para curar
afecciones de los ojos, como dolor, escozor, manchas e inflamacion; aunque
principalmente se usa en las cataratas, aplicando directamente el latex fresco o
fomentos del cocimiento de la corteza por 5 6 6 dias. La leche (latex) fresca se
aplica por las noches sobre el parpado o dentro del ojo para quitar el escozor, el
latex se pone en gotas para remover las nubes de los 0jos, de la misma forma se
aplica en ojos irritados, aunque se sugiere ponerla por la mafana. 24-2°

Las hojas junto con la pimienta negra se utilizan para curar la diabetes. La
decoccion de las hojas se utiliza en el tratamiento de la fiebre palldica y Ulceras.
El extracto acuoso de hojas también posee actividad anti-inflamatoria. Una
decoccion de las hojas se bebe para tratar dolores de estdbmago y también es
utilizada en bafios para tratar el dolor muscular. Las hojas son utiles contra la tos,
heridas, Ulceras, verrugas, herpes labial, afecciones cutaneas, enfermedades de
la piel.?®

Las flores son utilizadas como narcético; el extracto en agua caliente de la planta
es utilizado como insecticida efectivo contra diversas plagas como "gusano
cogollero del maiz", orugas y otros insectos.

Asi mismo se reporta como anti-insecto frente a Bagrada picta, Pieris brassicae y
Spodoptera litura, antifingico frente a Altemaria tenuis y una especie de
helminthosporium. antinematodo frente a Meloidogyne incégnitay Meloidogyne
javanica e insecticida frente a Bagrada cruciferarum. Dysdercus Koenigii, Lipaphis
erysimi y Sitophilus oryzae (siendo los alcaloides los metabolitos responsables de
estas actividades); asi mismo como controlador de plagas de maiz en un ensayo
de campo y controlador del gorgojo pinto del frijol.?*

2.2.4 Composicién quimica

La especie Argemone mexicana ha sido estudiada por sus usos en medicina y por
su actividad farmacoldgica, contra la malaria, la diabetes, el cancer, por su
actividad cicatrizante, antipirética, por su actividad hepatoprotectora, actividad
antimicrobiana, anti — VIH, actividad antiasmatica, citotoxica y su actividad

antiinflamatoria.2®



Entre los alcaloides identificados como controladores de las diversas actividades
se encuentran allocriptopina, argemonina, berberina, cheleritrina, codeina,
coptisina. dihidrocheleritrina, morfina, norargenmonina, protopina, romneina, y
sanginarina, de los cuales berberina y protopina reportan ser mayoritarios.
Estructuralmente ellos pertenecen al tipo de alcaloides isoquinolinicos los que
aproximadamente se han dividido en veinte grupos o categorias. Entre los grupos
a los que pertenecen los alcaloides en estudio se encuentran las protoberberinas,
las benzofenantridinas, las protopinas, de tipo pavina y morfina. Distintos estudios
indican que Argemone mexicana también presentan aminoacidos, compuestos
fendlicos y acidos grasos como acido miristico, palmitico, oleico, linoleico, etc. 2426
El extracto metandlico y acuoso (frio y caliente) de las hojas y semillas de
Argemone mexicana posee actividad contra dos cepas gram positivas
(Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis) y dos cepas gram negativas
(Escherichia coliy Pseudomonas aeruginosa), se encontrd que el alcaloide aislado
N — dimetiloxysanguinarina es el que tiene actividad contra Klebsiella pneumonia,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa.?®
Alcaloides

En la actualidad se han aislado y elucidado mas de 20,000 estructuras de
metabolitos secundarios. Desde la identificacion del primer alcaloide, la morfina,
encontrado en Papaver somniferum, los alcaloides han recibido un interés
particular debido a que presentan ciertas actividades bioldégicas en animales y
humanos que se pueden aprovechar en el disefio de medicamentos. El término
alcaloide proviene de la raiz arabe alkali que hace referencia a su comportamiento
guimico similar al de las bases. Todos los alcaloides son compuestos
nitrogenados sintetizados a partir de diferentes aminoacidos. '

Alcaloides bencilisoquinolinicos (ABIs)

Los ABIs son derivados de dos unidades de tirosina que, después de ser
modificados se condensan formando un intermediario central que da lugar a los
diferentes subgrupos que incluyen a las benzofenantridinas, como berberina y
palmitina; y los alcaloides morfinanos, como la morfina y codeina. La actividad
biologica de los ABIs los hace utiles en el tratamiento de diversas afecciones
humanas. Por ejemplo, la morfina tiene eficacia como analgésico, la colchicina
provoca la disrupcién de los microtubulos y la (+) — tubocurarina es un bloqueador
neuromuscular. Esto sugiere que también funcionan en las plantas como

protectores contra el ataque de herbivoros. La propiedad antimicrobiana de la
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sanguinarina y de la berberina sugiere que pueden conferir proteccion a la planta
contra microorganismos P somniferum, como muchas plantas, invierten
considerables recursos para la produccion de estos alcaloides, lo que sugiere que
estos componentes juegan un papel esencial y fisioldgico dentro de la misma.?’
2.3 Aspectos botanicos de Taraxacum officinale “diente de leén”.

2.3.1 Clasificacion taxonomica de Taraxacum officinale “diente de leén”.

La identificacion para la muestra vegetal para el presente trabajo de tesis, ha sido
determinada segun el Sistema de Clasificacion de Cronquist. A., 1988 de la
Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional de San Cristobal de

Huamanga, por la Blga. Aucasime??

Division : Magnoliophyta

Clase : Magnoliopsida

Sub clase : Asteridae

Orden : Asterales

Familia : Asteraceae

Género : Taraxacum

Especie : Taraxacum officinale Wiggers
Nombre Vulgar : “diente de ledn”, “amargon”

Fuente: Certificado emitido por el Herbarium Huamangensis de la Facultad de
Ciencias Bioldgicas, UNSCH (2013) (Anexo 2).

2.3.2 Descripcién botéanica

Es una planta vivaz, anual y perenne se distingue por ser una hierba de unos 10cm
a 50cm de altura, pertenece a la familia de las compuestas, por lo tanto, es
pariente de la Caléndula y de la Margarita, entre otras plantas conocidas. La
especie presenta un intenso polimorfismo ligado a la existencia de numerosos
poliploides, es por ello que aparece en las clasificaciones como grupo, ya que se
trata de un conjunto numeroso de plantas.?®

La raiz primaria larga, roseta basal, mads o menos gruesa que cuando se corta
arroja leche muy blanca del extremo superior de la misma, a ras del suelo, brotan
las hojas alternas lanceoladas con una nervadura central y tiene un color verde
brillante. Las hojas varian también en semejantes proporciones, y sobre toda
ponderacion por su forma, porque las hay de bordes dentados o casi enteros,
porque siendo el tallo tan corto, parece que esta planta no la tiene, salvo cuando
florece que produce unos cabillos sin hojas, los bohordos floriferos. Los bohordos

suelen tener cierta pelusilla, sobre todo en la parte superior y son huecos como
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una cafia en toda su extension. En el extremo traen una cabezuela de flores
rodeada por una serie de hojitas o bracteas verdes mas cortas que aquellas y por
fuera de ellas las rodea un collarcito de otras bracteas mas cortas y echadas hacia
fuera. Las flores tienen figura de lengieta rematan en cinco puntitas y son de color
amarillo. Dentro de la cabezuela se forman los frutitos de esta planta, pequenios,
algo mas anchos hacia arriba a modo de pequefios gusanitos. El fruto es un
aquenio con una sola semilla a veces “prolongado en un pico y con frecuencia
rematado por un vilano de escamas o de pelos simples o ramificados que facilita
su dispersion aérea.?® 2°

2.3.3 Distribucion y habitat

De origen europeo, probablemente de Grecia, aunque en la actualidad se
encuentra ampliamente distribuida en todo el hemisferio norte. Es frecuente
encontrarla en terrenos baldios, al borde de caminos, en prados y jardines.?®
2.3.4 Usos tradicionales

En nuestro pais especialmente a nivel popular, sus usos son muchos y requieren
practicamente a toda la planta, tiene propiedades como ténico remineralizante o
reconstituyente. Se considera un excelente “depurativo” o “drenadorhepato —
renal’. Las hojas y raices de esta planta poseen varias propiedades que la
convierten en una de gran utilidad terapéutica. Las hojas actian como un diurético
aumentando el flujo de orina. Muchos diuréticos tienen la desventaja de que hacen
disminuir los niveles de potasio en la sangre. Sin embargo, el diente de ledn
contiene altos niveles de potasio por lo que no tiene este efecto. Las raices
contienen dos sustancias llamadas inulina y levulina que ayudan a balancear el
nivel de azucar en la sangre. También contienen otras sustancias que estimulan
la digestidn, el flujo de bilis del higado y la vesicula biliar y la produccién de acido
hidroclérico en el estbmago. Todo esto convierte al diente de le6n en una gran
ayuda para los procesos digestivos y para desintoxicar el colon y el higado. Por
su accién depurativa se utiliza en el tratamiento de fondo de enfermedades
cutaneas: acné, eczemas, forunculosis, herpes, psoriasis, etc. Esta especialmente
indicado en todas las dermatosis de etiologia relacionada con secrecién biliar
defectuosa. El latex de la planta fresca puede producir dematitis de contacto, el
uso interno, debido a su contenido en sustancias amargas, puede causar
molestias géastricas, con hiperacidez. Para evitarlo se recomienda asociar a drogas

mucilaginosas, como el malvavisco.?8:3°
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2.3.5 Composicion quimica

La composicion quimica de Taraxacum officinale es tan compleja como variada.
Contiene lactonas sesquiterpénicas, que son los principios amargos (taraxacina,
taraxacerina, o lactucopicrina) responsables de su sabor (principalmente del tipo
de los eudesmandlidos y germacranolidos), caracteristicos de las asteraceas, a
estos compuestos se les atribuye el potencial anti-inflamatorio y el beneficio del
diente de ledn en el higado y el aparato digestivo, ademas en la planta pueden
encontrarse compuestos fendlicos simples del grupo de los fenilpropanoides,
como los acidos trans-cinamico y p-cumarico, y sus derivados, como el acido
cafeico, que presentan efecto modulador sobre la inflamacién. También contiene
compuestos fendélicos complejos como luteoldxido y cosmosidsido. Asimismo, en
el diente de le6n se ha detectado una compleja mezcla de compuestos
terpenoides y fitosteroles, como faradiol, B-amirina, B-sitosterol, sitgmasterol,
taraxerol y taraxasterol. En la raiz del diente de ledn se encuentra la inulina, un
carbohidrato de almacenamiento natural presente principalmente en asteraceas,
gque alcanza en otofio hasta un 40% del contenido total de la raiz. También se
encuentran formando parte de su composicion varias cumarinas, flavonoides,
vitaminas By C.%°

Compuestos fenélicos

Los compuestos fendlicos son metabolitos esenciales para el crecimiento y
reproduccion de las plantas y actian como agentes protectores frente a
patégenos, siendo secretados como mecanismo de defensa a condiciones de
estrés, tales como infecciones, radiaciones UV, entre otros. Esta sintesis se da a
partir de fenilalanina por la via del shikimato. Juegan un rol vital en las plantas y
regulan el metabolismo y sintesis de la lignina, por lo que las plantas presentan
un gran namero de componentes fendlicos (flavanoles, flavonoles, chalconas,
flavonas, flavanonas, isoflavonas, taninos, estilbenos, curcuminoides, acidos
fendlicos, cumarinas, lignanos, etc).%?

2.4 Afecciones dérmicas

La piel es un 6rgano que desempefia una gran variedad de funciones: proteccion
frente agresiones externas, impermeabilizacion, termorregulacion, produccion de
vitamina D, absorcion de radiacion ultravioleta y la deteccién de estimulos
sensoriales. Existen enfermedades de la piel que son producto de la accion de un
agente etioldgico microscopico, (virus, hongo, bacteria o protozoario), como
también por agentes visibles al ojo humano, como son las ectoparasitosis (piojos,
ladillas, etc.).%3
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2.4.1 Acné

El acné es una dermatosis caracterizada por una foliculitis crénica producida por
el Corynebacterium acnés asociada a un trastorno de queratinizacion de la capa
cornea con formacién de tapones de queratina (comedones) y la sobreproduccién
de grasa también denominada seborrea. La lesion fundamental para hacer el
diagndstico es el comedodn, esta lesion se observa en la histopatologia como una
hipertrofia de las glandulas sebaceas y una hiperqueratosis intrafolicular, pueden
verse acumulos de neutréfilos, células gigantes de tipo Touton, restos de
glandulas sebaceas Yy foliculos, en las pustulas predominan la acumulacion de
leucocitos polimorfonucleares y en los periodos mas tardios hay fibrosis en las
cicatrices e incluso la formacion de quistes de retencion. El acné es una de las
enfermedades mas comunes de la piel, afecta cerca del 80% de las personas con
edades entre los 11 y los 30 afios; puede persistir por afios y resultar en efectos
adversos tanto fisicos como psicolégicos en el paciente. 334

Tratamiento

El tratamiento va dirigido a la eliminacién de los comedones, disminucion de la
poblacion de las bacterias y levaduras lipéfilas y la reduccion de la inflamacion.
La eleccion del medicamento dependera del tipo de lesion y la severidad que
presente el paciente. Es necesario realizar una historia clinica detallada,
determinar el tiempo de evolucion, tratamientos previos, antecedentes
heredofamiliares y tendencia a desarrollar cicatrices.

Hay un consenso en cuanto a que los retinoides tdpicos deben ser usados como
primera linea terapéutica para el acné inflamatorio leve a moderado, asi como
también para el acné comedodnico y en la terapia de mantenimiento. Su
mecanismo de accién se basa en: la inhibicion de la formacién y nimero de
comedones; expulsion de comedones maduros (abiertos/ (tratamiento de
mantenimiento). En la actualidad se encuentran disponibles los siguientes
retinoides tdpicos para el acné: tretinoina, adapaleno y tazaroteno. Ellos difieren
algo en cuanto a efectos antiinflamatorios y tolerabilidad; esto es importante ya
que la irritacion es el principal efecto colateral que impide la continuidad de este
tipo de tratamiento.

2.4.2 Verruga de la piel

Las verrugas son epiteliomas infecciosos benignos que afectan a las capas
superiores de la piel y las mucosas. El agente causal del virus de la verruga es un

virus DNA cariotipico llamado papiloma virus humano (PVH). Hasta la fecha se
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han aislado mas de 70 tipos diferentes de PVH sin completarse del todo la
clasificacion de éstos. Las verrugas constituyen una enfermedad de difusion
universal que afecta preferentemente a nifilos y gente joven. Parece ser que es
necesaria una cierta predisposicion genética para sufrir la infeccion. EI 10% de la
poblacion infantil padece verrugas. Cuando la piel estd dafiada existe mas
facilidad para el contagio. Esto explica que las personas que se comen las ufias
tengan mas verrugas.*®

Tratamiento de las verrugas de la piel

Las verrugas se consideran una enfermedad infecciosa autolimitada de origen
virico, por lo que su tratamiento no debe ser nunca demasiado agresivo evitando
tratamientos que dejen cicatriz. El tratamiento de las verrugas dependera del tipo
de las mismas, de su nimero, tamafio y localizacion, de la experiencia del médico
y del deseo del paciente. Se recomienda siempre un tratamiento conservador
dada la tendencia a la resolucién espontanea de las verrugas.*°

Si las verrugas no desaparecen solas pueden tratarse con liquidos irritantes para
estimular las defensas del organismo contra el virus y queratoliticos para disminuir
el tamafno de estas. En caso de que estos no sean eficaces pueden emplearse
métodos como la crioterapia, el bisturi eléctrico o el laser.%®

2.5 Toxicidad y genotoxicidad

2.5.1 Toxicidad

La toxicidad es la capacidad de una sustancia quimica de producir efectos
perjudiciales sobre un ser vivo, al entrar en contacto con él. Téxico es cualquier
sustancia, artificial o natural, que posea toxicidad (es decir, cualquier sustancia
que produzca un efecto dafino sobre los seres vivos al entrar en contacto con
ellos).’

2.5.2 Genotoxicidad

Es la capacidad de producir un dafio en el material genético por agentes fisicos,
quimicos o biolégicos; el dafio en el material genético incluye no solo al ADN, sino
también a todos aquellos componentes celulares que se encuentran relacionados
con la funcionalidad y comportamiento de los cromosomas dentro de la célula.
Este dafio puede ser de dos tipos: mutagénico o carcinogénico, mutagénico
produciendo cambio heredable en el material genético, ya sea la transformacién
guimica de un gen individual, que altera la funcién de dicho gen, la reorganizacion,

ganancia o pérdida de una parte de un cromosoma y carcinogenicidad.*®
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2.6 Evaluacion genotéxica

La genética toxicologica 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 groseros en la estructura) o numeéricas (aneuploidias y
poliploidias por afectaciones en los componentes del aparato mit6tico o meiotico)
o alteraciones al DNA (formacibn de aductos, alquilacion de bases,
intercalamiento de bases), a los mecanismos de reparacion (incrementando la
sensibilidad a los efectos de muchos mutadgenos), a los eventos de recombinacién
mitotica.

En el mundo las guias o rutas criticas para los estudios genotéxicos persiguen
como objetivo fundamental evidenciar qué tipo o a qué nivel de organizacion del
DNA opera el dafio causado por el compuesto evaluado. En concordancia con ello
se reconocen los niveles siguientes: Mutacién génica (nivel 1), Mutacién
cromosémica (nivel 1), Dafio primario del DNA (nivel Ill), Transformaciones
celulares (nivel 1V), 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 udltimos afios las pruebas para medir dafio a nivel primario del ADN, han
alcanzado gran importancia entre los analisis de genotoxicidad.

Si los resultados in vitro son negativos, debe continuarse, en segunda instancia,
con ensayos in vivo que respondan a los mismos niveles de dafio genético que se
evaluaron in vitro. Una vez evaluados los niveles génico y cromosOmico, 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 exposicidn y la via de administracion propuesta para el farmaco.
Con el fin de detectar en sus etapas iniciales la accién 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 cromosdmicas, intercambio de cromatides hermanas; micronucleos,

sintesis de ADN no programada y electroforesis de una célula (ensayo cometa).**
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2.7 Ensayo cometa (EC)

Desde hace varias décadas el ensayo Cometa, o electroforesis alcalina de células
individuales, se ha convertido en un método establecido para el estudio del dafio
del &cido desoxirribonucleico, con multiples aplicaciones en ensayos de
genotoxicidad, estudios de biomonitoreo en humanos, epidemiologia molecular y
ecotoxicologia; asi como una herramienta fundamental para investigaciones sobre
dafio y reparacion del 4cido desoxirribonucleico. Este ensayo se distinguio por su
simplicidad, sensibilidad, versatilidad, rapidez y economia. Es una poderosa
técnica que se basa en la visualizacion microscoépica de las imagenes del acido
desoxirribonucleico después que las células son embebidas en agarosa, lisadas y
sometidas a una electroforesis alcalina. Esta metodologia basica ha sido ampliada
y permite ahora, detectar con alta sensibilidad una gran variedad de dafios del
acido desoxirribonucleico en cualquier tipo de células. La inclusion en este ensayo,
de enzimas capaces de producir lesiones especificas en la hebra del &cido
desoxirribonucleico, ha incrementado su rango de deteccion y sensibilidad.!

La electroforesis de células individuales o el ensayo cometa es una prueba que
cuantifica el dafio ocasionado por un agente en el ADN, mediante el nUmero de
rupturas o fragmentos que posterior a un corrido electroforético toman la
apariencia de la cola de un cometa.

Los agentes genotdxicos ocasionan rupturas que originan la fragmentacion del
material genético, lo cual se aprecia como la cola de un cometa posterior a una
electroforesis. Asi pues, ante la accién de un genotoxico, se espera tener cabezas
con informacion intacta y colas con material afectado, por el contrario, en células
sin dafio se espera obtener solo cabezas o nucleos sin la existencia de colas. La
cola del cometa se forma debido a que los fragmentos de ADN que en ella se
encuentran son menos pesados que el resto de la cadena de ADN y por tanto su
velocidad de migracién hacia el polo positivo es mayor.4°

2.8 Acido desoxirribonucleico (ADN)

Los acidos nucleicos (AN) son portadores de la informacion genética y se
encuentran en todas las células. Hay dos tipos de acidos nucleicos: el acido
desoxirribonucleico (ADN) y el acido ribonucleico (ARN). En el ADN se encuentran
las instrucciones génicas usadas en el desarrollo y funcionamiento de todos los
organismos vivos conocidos y algunos virus, y es responsable de su transmision
hereditaria. Los segmentos de ADN que llevan esta informacién genética son

llamados genes, pero también las otras secuencias de ADN tienen propésitos

17



estructurales o toman parte en la regulacion del uso de esta informacién genética.
El ADN es un polimero de nucle6tidos, es decir, un polinucleétido, cada nucleétido,
a su vez, esta formado por un azucar (la desoxirribosa), una base nitrogenada que

puede ser: adenina (A), timina(T), citosina (C) o guanina (G) y un grupo fosfato.*

Figura 1. Estructura del nucleétido y la doble hélice del ADN.**
2.8.1 Cuantificacion y determinacion de pureza de ADN
La pureza del ADN es un factor muy importante para los subsecuentes andlisis
moleculares. Existen en general métodos diferentes para medir la cantidad de
acidos nucleicos en solucion entre los cuales podemos mencionar al método de
absorbancia y el de fluorescencia.*?
Espectrofotometria
La capacidad que tiene el ADN de absorber luz a una determinada longitud de
onda (260 nm) permite el calculo de la concentracion de acido nucleico de la
muestra. Si la densidad 6ptica (OD) es 1, corresponde a aproximadamente 50
png/ml de cadena doble de ADN, entonces calculamos la concentracién de ADN
gque tenemos en nuestras muestras, midiendo simplemente su absorbancia, sin
necesidad de realizar una curva patrén.*?
Las proteinas tienen un maximo de absorcion a 280 (principalmente por residuos
de triptéfano), asi las lecturas a esta longitud pueden mostrar si existe algun
contaminante proteico. El calculo 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
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relacion debe estar entre los valores de 1,8 y 2,0. Si la muestra es pura, el primer
método cominmente usado para la cuantificacion es el de espectrofotometria.*?
2.9 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
gue pueden estar presentes en la muestra de ADN o si esta degradado. Es la
aplicacion de las técnicas de separacion de macromoléculas en un campo
eléctrico en funcién de su tamafio 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. 42

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. El método consiste en
inmovilizar las muestras en estudio en un material gelatinoso (gel). El gel se
somete a una corriente eléctrica durante un periodo de tiempo determinado. Cada
muestra comenzara a migrar a través de los poros del gel con una velocidad
diferencial, que dependera de la carga eléctrica y del tamafio 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 &cidos nucleicos estén cargados negativamente; por esto
a la técnica se le denomina electroforesis de inmersion. Las moléculas migraran
hacia el polo positivo, de modo que viajardn en esa direccién por el gel,
separandose por tamafio (nUmero de nucle6tidos), a la hora de cargar la muestra
se colocan unos marcadores de frente (loading dye) que nos permita detener la
electroforesis en el momento que lo creamos oportuno. Para visualizar las bandas,
hay que tefiir 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
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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 deteccion, control de pureza,
caracterizacion, cuantificacion (por comparacién con controles) asi como
preparacion y purificacion (por extraccion de bandas desde el gel) de moléculas y
fragmentos de DNA y RNA. La electroforesis en gel tiene dos mecanismos de
separacion: la electroforesis, que separa por la relacion carga/tamafio y el
tamizado por el gel, que separa mayormente por tamafio. Los geles mas comunes

son agarosa Yy poliacrilamida.*?
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. MATERIALES Y METODOS

3.1 Ubicacién del trabajo de investigacién

El tamizaje fitoquimico del presente trabajo de investigacion se desarrollé en el
laboratorio de Farmacognosia del Area de Farmacia; la obtencion de ADN de
linfocitos humano y los ensayos de genotoxicidad se realizaron en el Centro de
Investigacion en Biologia Molecular y Bioinformatica de la Facultad de Ciencias
Biolégicas de la Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga, durante los
meses de octubre del 2016 y marzo del 2017.

3.2 Definicion de poblacion y muestra

3.2.1 Poblacién:

Plantas de Argemone mexicana L “cardo santo” y Taraxacum officinale “diente de
ledn” ubicadas en el rango altitudinal de 2700 msnm, que crecen en los diferentes
pisos ecoldgicos de los distritos de Ayacucho, provincia de Huamanga de la region
de Ayacucho, Peru.

3.2.2 Muestra:

Muestra vegetal

e 500 pL de latex de Argemone mexicana L “cardo santo”.

e 500 uL de latex de Taraxacum officinale “diente de ledn”.

Muestra biolégica

¢ ADN de linfocito humano.

3.2.3. Tipo de muestreo

Muestreo por conveniencia

3.3 Disefio metodoldgico para larecoleccion de datos

3.3.1 Tipo de Estudio

Basico— experimental.

3.3.2 Recoleccion de la muestra

Las muestras deTaraxacum officinale “diente de ledn” fueron recolectadas en los

jardines de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional San
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Cristébal de Huamanga del distrito de Ayacucho; y las muestras de Argemone
mexicana L “cardo santo” fueron recolectados en el distrito de Andrés Avelino
Céceres, provincia de Huamanga, de la region de Ayacucho. Todas ellas en buen
estado de conservacion, recogidas en las primeras horas del dia, e
inmediatamente fueron transportadas a los laboratorios para los ensayos
respectivos.

La identificacion taxon6mica de cada planta medicinal en estudio fue realizada en
el Laboratorio de Botanica de la Facultad de Ciencias Biologicas por la Blga. Laura
Aucasime Medina. (Anexo 1y 2).

3.3.3 Obtencidn del latex

El latex de Taraxacum officinale “diente de ledn” se obtuvo realizando un corte en
la parte basal de la planta, con la ayuda de la micropipeta de 10uL se recolect6 en
los tubos de eppendorf estériles de 200 pL (estos tubos ya estaban preparados,
conteniendo cada tubo la cantidad de microlitros de ADN y agua bidestilada para
cada concentracion) e inmediatamente se llevé la muestra al laboratorio, para el
Tamizaje fitoquimico el latex fue obtenido con la ayuda de una varilla de metal y
una placa de tincion de vidrio; en el caso de Argemone mexicana L. “cardo santo”
se realizé un corte en la base del fruto verde y la flor, con la micropipeta se aspird
el latex para trasladarlos a los tubos eppendorf estériles de 2 mL.

3.3.4 Tamizaje fitoquimico del latex de Argemone mexicana L. “cardo santo”
y Taraxacum officinale “diente de leén”.

Se realiz6 una marcha fitoquimica cualitativa a los latex obtenidos de las plantas
medicinales en estudio, para determinar la presencia de los diferentes metabolitos
secundarios, que se fundamentan en los cambios estructurales ocasionados en
los metabolitos presentes, como aparicion o desaparicién de una coloracion,
formacion o dilucién de un precipitado o desprendimiento de gas. Las reacciones
de identificacion, se realiz6 siguiendo la metodologia propuesta por Lock* y
Miranda.**

3.4. Extraccién de ADN gendmico de linfocitos humanos:

A partir de esta etapa, el estudio se realiz6 en el Centro de Investigacién en
Biologia Molecular y Bioinformética; contando con seis unidades de bolsa
colectora de sangre “cuadruple” fraccionada, conteniendo el paquete de glébulos
blancos, para el desecho, se consiguié en donacion del Banco de Sangre del
Hospital Regional de Ayacucho “Miguel Angel Mariscal Llerena”, para la obtencion

del ADN de linfocitos con el siguiente protocolo descrito por Miranda.*®
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

Se transfirid6 1 mL de sangre (paquete globular) a un tubo de centrifuga con
tapa rosca y se adicioné 9 mL del tampén Tris— HCL 50 mM (pH 7,7)
precalentado a 37 °C.

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

Se descarto el sobrenadante aspirdndolo con una pipeta Pasteur, dejando 1
mL del centrifugado en la parte inferior del tubo.

Se repitio tres veces, los procedimientos 2 y 3 (esta vez con 7mL de tampdn
Tris — HCI 50 mM (pH 7,7), hasta tener un preparado claro.

Se adicion6 a 1 mL de lo centrifugado, 9 mL de solucién salina (NaCl al 0,85%)
se homogenizé y centrifug6 a 2500 rpm/ 10 minutos.

Se aspir6 y descartd el sobrenadante dejando solo el sedimento, se
resuspendié el paquete celular en 0,5 mL de la solucion “high TE” (Tris-HCI
50 mM, pH 8,0; EDTA 100 mM), luego se transfiri6 a un tubo de
microcentrifuga de 1,5 mL.

Se adicion6 0,5mL 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 agreg6 10 pL de la solucion de proteinasa K (20 mg/mL) y se incub6 por
una hora a 53 °C.

Luego se adicioné 750 pL de la solucién cloroformo: alcohol isoamilico (24: 1)
y homogenizd por inversion, delicadamente durante 10 minutos.

Se centrifugd en la microcentrifuga durante 10 minutos a 14000 rpm para
separar las fases, luego se aspird la fase superior acuosa que contiene el
DNA y transfirié a un tubo nuevo de microcentrifuga de 2 mL.

A la fase acuosa, se adicion6 750 pL de la solucion de cloroformo: alcohol
isoamilico (24:1) y homogeniz6 por inversion durante 5 minutos. Nuevamente
se centrifugé por 10 minutos a 14000 rpm, se aspiré la fase acuosa que
contiene el DNA y transfirié a un tubo nuevo de microcentrifuga de 2 mL.
Repetir el procedimiento 11 hasta obtener una fase acuosa completamente
clara.

Se adicioné la solucion de acetato de sodio 3M, pH 5,2. en cantidad de 1/10
del volumen de la fase acuosa.

Se agregd6 500 pL de alcohol isopropilico helado y se dejé en reposo por 1 dia
en hielo. Luego se centrifug6 por 15 minutos a 14000 rpm.

Se elimin6 cuidadosamente el sobrenadante y enjuagé el sedimento con 1 mL

de etanol al 70%.
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16. Se centrifugd nuevamente por 10 minutos a 14000 rpm. Eliminando el alcohol
y dejando secar el sedimento a temperatura ambiente.

17. Se resuspendi6 el sedimento con 40 pL de la solucion “low TE” (Tris HCI 50
mM, pH 8,0; EDTA 1 mM) y se guardd en la nevera.

3.5. Cuantificacibn de ADN gendémico de linfocitos humano por

espectrofotometria

Procedimiento:

1. Se homogenizé lentamente las muestras de ADN, por diez veces, con la
ayuda de una micropipeta de 100 pL.

2. Se prepard el espectrofotbmetro UV marca EppendorfBioPhotometer plus,
con la opcién de cuantificacion de ADN.

3. Para limpiar la superficie de muestra del adaptador donde se colocé la
muestra, se deposité 10 pL de agua bidestilada estéril, luego de un minuto,
se retird el agua utilizando papel “tissue”, para una mejor limpieza se repitié
este paso.

4. Nuevamente se depositd 10 L de agua bidestilada estéril sobre la superficie
del adaptador, se colocé la tapa de factor 50 — Lp 0,2 mm y se presioné la
opcion BLANK (blanco) para calibrar y obtener “cero de Absorbancia” (0,000
A°).

5. Se absorbié el agua utilizando papel “tissue”, luego se deposité 5 pL de la
muestra de ADN, se colocé la tapa 50— Lp 0,2 mm y presiond la opcién
SAMPLE para ver el resultado de la cuantificacion y pureza de ADN en la
pantalla del equipo; luego se absorbié la muestra con papel “tissue”.

6. Se repitid los pasos 4 y 5 para la cuantificacion de cada muestra de ADN.

7. Terminada la cuantificacion de ADN, se deposité 10 pL de agua bidestilada
estéril, sobre la superficie del adaptador, luego de un minuto se secé con
papel “tissue” y apago el equipo.

3.6 Ensayos de la genotoxicidad in vitro.

Se desarrollé6 con la siguiente metodologia, propuesto por Miranda*, con las

siguientes fases:

3.6.1 Fase I: Cuantificacién y preparacion de Stock de ADN gendémico de

linfocitos humano

El ADN gendmico de linfocitos humano obtenido, fue cuantificado por

espectrofotometria UV en EppendorfBioPhotometer plus; luego se preparé un

24



stock de ADN a concentracion de 1 500 ng/pL en volumen final de 150 uL, para
cada planta medicinal en estudio.

3.6.2 Fase Il: Prueba de genotoxicidad “in vitro” de ADN gendmico de
linfocitos humano

Se preparo las soluciones del latex de cada planta medicinal, a concentraciones
de 10%, 25%, 50% y 100%, con agua bidestilada estéril.

Se acondiciond las soluciones para el ensayo de genotoxicidad “in vitro” de ADN
gendmico, de acuerdo al detalle siguiente:

Tabla 1. Preparacion de las mezclas para ensayo de genotoxicidad in vitro de latex
de plantas medicinales de uso dérmico Argemone mexicana L. “cardo santo” y

Taraxacum officinale “diente de ledn” sobre ADN gendémico humano. 45

Mezclas para ensayo de genotoxicidad

Condiciones =
in vitro

N° de tubo 1 2 3 4 5 6

Stock de ADN
(1 500 ng/uL) 14 14 14 14 - 14
Volumen en pL

Concentracion

(%) 10 25 50 100 100 i

Latex
Volumen

(uL) 0,75 1,5 3 6 6 -
Agua bidestilada estéril 5,25 4,5 3 - 14 6
Volumen total (uL) 20 20 20 20 20 20
Incubacién en bafio Maria a 1 hora
37°C

Se realizd cuatro repeticiones de las pruebas de genotoxicidad in vitro, del latex
Argemone mexicana L. “cardo santo” y Taraxacum officinale “diente de ledn”.
3.6.3 Fase llI: Electroforesis para la deteccién de genotoxicidad.

Se preparo el gel de agarosa al 1,5% y se dispuso de una camara de electroforesis
Biometra.

Para el volumen de carga en gel de agarosa, se utilizé las siguientes cantidades:
1 pL de loading (colorante sefializador de migracion de las bandas), 7 pL de la
solucion para la prueba de genotoxicidad “in vitro” y 2 yL de agua bidestilada

estéril, volumen final 10 pL; se mezcld y se cargd en el respectivo pozo del gel de
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agarosa para electroforesis, se instald la camara de electroforesis a la fuente de
poder y se programé a 40 voltios (V) por tres horas.

3.6.4 Fase IV: Radiacion UV para la visualizacién de genotoxicidad.

Luego del tiempo de corrido electroforético, se sumergio el gel de agarosa en una
solucion de bromuro de etidio al 1% durante 20 minutos aproximadamente, se
enjuagd con abundante agua corriente y se hizo la lectura por radiacion en UV en
el sistema de registrador de imagenes marca Biometra UVsoloTS, adicionalmente
se tomo 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 a diferentes concentraciones.

3.6.5 Fase V: Interpretacion vy clasificaciéon del registro visual de
genotoxicidad.

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

Tabla 2. Valoracion numérica de la genotoxicidad segun la fragmentacién del ADN

por registro visual.

CLASE GENOTOXICIDAD
0 fragmentacion de ADN < 5%
1 fragmentacion de ADN entre 5 a 20%
2 fragmentacion de ADN entre 20 a 40%
3 fragmentacion de ADN entre 40 a 95%
4 fragmentacion de ADN > 95%

Fuente: Larrea, M.46

3.7 Analisis de datos

Los datos fueron agrupados y presentados en tablas, expresados en registros
fotogréaficos y figuras que explican mejor los hallazgos. Para evaluar el dafio
genotdxico mediante el paquete estadistico SPSS version 23, utilizando la prueba
de Kruskal-Wallis para muestras no paramétricas. El valor de p<0,05 sera

considerado como el nivel estadisticamente significativo.*’
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V.

RESULTADOS

Tabla 3. Tamizaje fitoquimico para la identificacion de los metabolitos secundarios

presentes en el latex de Argemone mexicana L. “cardo santo”. Ayacucho 2017.

Metabolitos :
secundarios Ensayos Resultados Observaciones
Alcaloides Mayer +++ Precipitado blanco
Alcaloides Dragendorff +++ Precipitado rojo
Alcaloides Wagner +++ Precipitado rojo
Lactongs ylo Baljet + Coloracién amarilla
cumarinas
Fenqles y FeCls +++ Coloracion verde oscuro
taninos
Cardendlidos Kedde -

Coloracién naranja

Leyenda:

) : Ausencia
+) : Leve

(++) : Moderado

(+++) : Abundante
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Tabla 4. Tamizaje fitoquimico para la identificacion de los metabolitos secundarios

presentes en el latex de Taraxacum officinale “diente de ledn”. Ayacucho 2017.

Metabolitos ;

. En rvacion
secundarios sayos Resultados Observaciones
Alcaloides Mayer + Coloracion amarilla
Alcaloides Dragendorff - Coloracion blanca
Alcaloides Wagner - Coloracion roja

Lactonas y/o . L
'Sy Baljet - Coloracion blanca
cumarinas
Fenoles y taninos FeCls +++ Coloracion rojo oscuro
Cardendlidos Kedde + Coloracion amarilla
Leyenda:
) : Ausencia
+) : Leve
(++) : Moderado
(+++) : Abundante
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Tabla 5. Cuantificacion mediante espectrofotometria ultra violeta de ADN

genomico extraido de linfocito humano.

1 5306,4 2,06
2 2776,7 1,74
3 2620,7 1,69
4 1389,9 1,71
5 2672,3 1,96
6 1634,7 1,68
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Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa al 1,5 % del ADN gendémico humano

obtenido de seis muestras de sangre y coloreado con bromuro de etidio al 1%.

Leyenda:

Volumen de carga: Muestra 4 pL + loading 6X 1 pL + 7 pL agua PCR.
Condiciones de electroforesis: 40 voltios durante una hora.
Coloracién de ADN: Bromuro de etidio al 1% durante diez minutos.
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Figura 3. Electroforesis de los productos de la genotoxicidad del latex de
Argemone mexicana L. “cardo santo” a concentraciones de 10%, 25%, 50% y
100%, frente al ADN gendmico de linfocitos humanos a 1500 ng/uL, durante una

hora de incubacion a 37°C, del primer ensayo.

Leyenda:

Carril N° 1: Con 10%.

Carril N° 2: Con 25%.

Carril N° 3: Con 50%.

Carril N° 4: Con 100%.

Carril C: Con 100% de ADN (control).

Carril B: Con 100% de latex (blanco).

Volumen de carga:

Muestra (7 pL) + loading (1 pL) + agua PCR (2 pL) = 10 pL.
Condiciones de electroforesis: 40 voltios durante 3 horas.

Coloracion de ADN: Bromuro de etidio al 1% durante 20 minutos.
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Figura 4. Electroforesis de los productos de la genotoxicidad del latex de
Argemone mexicana L. “cardo santo” a concentraciones de 10%, 25%, 50% y
100%, frente al ADN gendmico de linfocitos humanos a 1500 ng/uL, durante una
hora de incubacién a 37°C, del segundo ensayo.

Leyenda:

Carril N° 1: Con 10%.

Carril N° 2: Con 25%.

Carril N° 3: Con 50%.

Carril N° 4: Con 100%.

Carril C: Con 100% de ADN (control).

Carril B: Con 100% de latex (blanco).

Volumen de carga:

Muestra (7 pL) + loading (1 pL) + agua PCR (2 pL) = 10 pL.
Condiciones de electroforesis: 40 voltios durante 3 horas.
Coloracién de ADN: Bromuro de etidio al 1% durante 20 minutos.
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Figura 5. Electroforesis de los productos de la genotoxicidad del latex de
Argemone mexicana L. “cardo santo” a concentraciones de 10%, 25%, 50% y
100%, frente al ADN genémico de linfocitos humanos a 1500 ng/uL, durante una

hora de incubacion a 37°C, del tercer ensayo.

Leyenda:

Carril N° 1: Con 10%.

Carril N° 2: Con 25%.

Carril N° 3: Con 50%.

Carril N° 4: Con 100%.

Carril B: Con 100% de latex (blanco).

Carril C: Con 100% de ADN (control).

Volumen de carga:

Muestra (7 pL) + loading (1 pL) + agua PCR (2 pL) = 10 pL.
Condiciones de electroforesis: 40 voltios durante 3 horas.

Coloracion de ADN: Bromuro de etidio al 1% durante 20 minutos.
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Figura 6. Electroforesis de los productos de la genotoxicidad del latex de
Argemone mexicana L. “cardo santo” a concentraciones de 10%, 25%, 50% y
100%, frente al ADN genémico de linfocitos humanos a 1500 ng/uL, durante una

hora de incubacion a 37°C, del cuarto ensayo.

Leyenda:

Carril N° 1: Con 10%.

Carril N° 2: Con 25%.

Carril N° 3: Con 50%.

Carril N° 4: Con 100%.

Carril B: Con 100% de latex (blanco).

Carril C: Con 100% de ADN (control).

Volumen de carga:

Muestra (7 pL) + loading (1 pL) + agua PCR (2 pL) = 10 pL.
Condiciones de electroforesis: 40 voltios durante 3 horas.

Coloracion de ADN: Bromuro de etidio al 1% durante 20 minutos.
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Figura 7. Prueba de Kruskal Wallis para evaluar el grado de genotoxicidad
mediante fragmentacion del ADN gendémico de linfocito humano, por efecto del
latex de Argemone mexicana L. “cardo santo” a diferentes concentraciones,

durante una hora de incubacion a 37°C.
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Figura 8. Electroforesis de los productos de la genotoxicidad del latex de
Taraxacum officinale “diente de le6n” a concentraciones de 10%, 25%, 50% y
100%, frente al ADN gendmico de linfocitos humanos a 1500 ng/uL, durante una

hora de incubacion a 37°C, del primer ensayo.

Leyenda:

Carril N° 1: Con 10%.

Carril N° 2: Con 25%.

Carril N° 3: Con 50%.

Carril N° 4: Con 100%.

Carril C: Con 100% de ADN (control).

Carril B: Con 100% de latex (blanco).

Volumen de carga:

Muestra (7 pL) + loading (1 pL) + agua PCR (2 pL) = 10 pL.
Condiciones de electroforesis: 40 voltios durante 3 horas.
Coloracién de ADN: Bromuro de etidio al 1% durante 20 minutos.
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Figura 9. Electroforesis de los productos de la genotoxicidad del latex de
Taraxacum officinale “diente de le6n” a concentraciones de 10%, 25%, 50% y
100%, frente al ADN genémico de linfocitos humanos a 1500 ng/uL, durante una

hora de incubacion a 37°C, del segundo ensayo.

Leyenda:

Carril N° 1: Con 10%.

Carril N° 2: Con 25%.

Carril N° 3: Con 50%.

Carril N° 4: Con 100%.

Carril C: Con 100% de ADN (control).

Carril B: Con 100% de latex (blanco).

Volumen de carga:

Muestra (7 pL) + loading (1 pL) + agua PCR (2 pL) = 10 pL.
Condiciones de electroforesis: 40 voltios durante 3 horas.

Coloracion de ADN: Bromuro de etidio al 1% durante 20 minutos.
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Figura 10. Electroforesis de los productos de la genotoxicidad del latex de

Taraxacum officinale “diente de le6n” a concentraciones de 10%, 25%, 50% y
100%, frente al ADN gendmico de linfocitos humanos a 1500 ng/uL, durante una
hora de incubacién a 37°C, del tercer ensayo.

Leyenda:

Carril N° 1: Con 10%.

Carril N° 2: Con 25%.

Carril N° 3: Con 50%.

Carril N° 4: Con 100%.

Carril B: Con 100% de latex (blanco).

Carril C: Con 100% de ADN (control).

Volumen de carga:

Muestra (7 pL) + loading (1 pL) + agua PCR (2 pL) = 10 pL.
Condiciones de electroforesis: 40 voltios durante 3 horas.

Coloraciéon de ADN: Bromuro de etidio al 1% durante 20 minutos.
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Figura 11. Electroforesis de los productos de la genotoxicidad del latex de
Taraxacum officinale “diente de ledn” a concentraciones de 10%, 25%, 50% y
100%, frente al ADN gendmico de linfocitos humanos a 1500 ng/uL, durante una
hora de incubacién a 37°C, del cuarto ensayo.

Leyenda:

Carril N° 1: Con 10%.

Carril N° 2: Con 25%.

Carril N° 3: Con 50%.

Carril N° 4: Con 100%.

Carril B: Con 100% de latex (blanco).

Carril C: Con 100% de ADN (control).

Volumen de carga:

Muestra (7 pL) + loading (1 pL) + agua PCR (2 pL) = 10 pL.
Condiciones de electroforesis: 40 voltios durante 3 horas.

Coloracién de ADN: Bromuro de etidio al 1% durante 20 minutos.
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Figura 12. Prueba de Kruskal Wallis para evaluar el grado de genotoxicidad
mediante fragmentacion del ADN gendmico de linfocitos humano, por efecto del
latex de Taraxacum officinale “diente de leén” a diferentes concentraciones,

durante una hora de incubacion a 37°C.
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V. DISCUSION

La tabla 3, muestra los resultados de la identificacién fitoquimica de los
metabolitos secundarios presentes en el atex de Argemone mexicana L. “cardo
santo”, se evidencio la posible presencia de alcaloides, lo que es muy comdn en
la familia de las papaveraceas, también se encontraron resultados positivos para
fenoles y taninos, seguidos de lactonas y/o cumarinas en concentracion leves.
Estos resultados coinciden con lo descrito por Quispe y Diaz 242°, que entre los
alcaloides identificados en Argemone mexicana L. "cardo santo”, las mismas que
son utilizadas como controladores en diversas actividades se encuentran:
allocriptopina, argemonina, berberina, cheleritrina, codeina, coptisina.
dihidrocheleritrina, morfina, norargenmonina, protopina, romneina y sanginarina,
de los cuales berberina y protopina reportan ser mayoritarios. Estructuralmente
ellos pertenecen al tipo de alcaloides isoquinolinicos los que aproximadamente se
han dividido en veinte grupos o categorias. Distintos estudios indican que
Argemone mexicana también presentan aminoacidos, compuestos fendlicos y
acidos grasos como acido miristico, palmitico, oleico, linoleico, etc.

Los ensayos fitoquimicos aplicados al latex de Taraxacum officinale “diente de
ledn” se muestra en la tabla 4, identificAndose los metabolitos secundarios como
fenoles y taninos en abundante cantidad, mientras que los alcaloides vy
cardendlidos se encuentran en cantidad leve.

Nuestros resultados son corroborados por el reporte de Gonzales ?° donde indica
gue contiene lactonas sesquiterpénicas, que son los principios amargos
(taraxacina, taraxacerina, o0 lactucopicrina) responsables de su sabor
(principalmente del tipo de los eudesmandlidos y germacrandlidos), caracteristico
de las asteraceas, también contiene compuestos fendlicos simples del grupo de
los fenilpropanoides, como los &cidos trans-cinamico y p-cumarico, y Ssus

derivados; compuestos fendlicos complejos como luteoloxido y cosmosiésido. En
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la raiz del diente de le6n se encuentra la inulina, un carbohidrato de
almacenamiento natural presente principalmente en asteraceas, que alcanza en
otofio hasta un 40% del contenido total de la raiz, también se encuentran formando
parte de su composicidn varias cumarinas, flavonoides, vitaminas By C.

La cuantificacion mediante espectrofotometria ultra violeta de seis muestras de
ADN genomico extraido de linfocito humano, se reporta en la tabla 5, las
concentraciones va desde 1634,7 pg/mL hasta 5306,4 pg/mL y todas ellas se
encuentran dentro del nivel de pureza aceptable (1,8 a 2,0), excepto la muestra
N° 2 que tiene 1,74, la misma que no garantiza que los ensayos que realizamos
no pueda encontrar interferencias por otros compuestos y que solo esté ADN.

El ADN genémico humano obtenido de seis muestras de sangre se presenta en la
figura 2, es el registro fotografico de electroforesis en gel de agarosa al 1% vy
coloreado con bromuro de etidio al 1%, que se intercala entre los nucleétidos del
ADN y emite la caracteristica coloracion grosella por efecto de la luz ultravioleta,
cuya intensidad va en relacién directa a la concentracibn del ADN. Estas
intensidades del color grosella guardan relacion con la lectura de las
concentraciones de ADN, realizadas por espectrofotometria UV y mostradas en la
tabla 5.

La figura 3, es el registro fotografico que corresponde a la electroforesis de los
productos de la genotoxicidad del latex de Argemone mexicana L. “cardo santo” a
concentraciones de 10%, 25%, 50% y 100 %, frente al ADN gendmico de linfocitos
humanos a concentracion de 1500 ng/uL, durante una hora de incubacién a 37 °C,
del primer ensayo realizado. Los carriles 1, 2, 3, y 4 corresponde al tratamiento
con las concentraciones de 10%, 25%, 50% y 100 % de latex, respectivamente,
se observa que en todos ellos el ADN ha sido degradado en su totalidad,
comparandolos con el ADN “control” que se encuentra en el carril C; el carril B
corresponde al “blanco” que es el latex al 100%, asi mismo nos revela que el latex
esta exento de ADN.

Estos resultados se ratifican en el segundo, tercer y cuarto ensayo, mostrados en
los registros fotograficos de las figuras 4, 5y 6, con la indicacion que en la figura
4 el “control” se encuentra en el carril C y el “blanco” en el carril B; en las figuras
5y 6, el “blanco” se encuentra en el carril B y el control en el carril C, debido a la
posicion de los tubos al momento de realizar los ensayos de genotoxicidad.

Se han reportado ya varios trabajos realizados en plantas medicinales que

presentan actividad genotdxica como lo descrito por Brugés y col., (2007) con la
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evaluacion preliminar de toxicidad, genotoxicidad y actividad antimicrobiana de
Sida rhombifolia L. donde los extractos etandlicos presentaron una importante
actividad genotoxica sobre los linfocitos en el ensayo Cometa, siendo el extracto
etandlico de raices el que presenta mayor genotoxicidad (CL50 35 ppm). Es
importante sefialar que el extracto acuoso de hojas presenta una baja
genotoxicidad (CL50 900 ppm), lo cual es relevante si se toma en consideracion
que es la parte de la planta tradicionalmente utilizada por las comunidades
indigenas ubicadas en la Sierra Nevada de Santa Marta. En el caso de nuestro
estudio con Argemone mexicana L. “cardo santo”, es el latex que nos demuestra
un efecto altamente genotéxico, capaz de fragmentar totalmente el ADN gendmico
humano, desde 10% de concentracion a la que realizamos los ensayos.

Por otro lado también hay reporte de estudios de plantas medicinales que no
presentan actividad genotéxica como lo realizado por Vizoso et al (2005) en su
investigacion de la genotodxicidad in vitro del extracto fluido de Cassia grandis L. y
el gel de Aloe vera L, se llevé a cabo un estudio toxicogenético empleando dos
sistemas de ensayo a corto plazo uno in vitro y otro in vivo con el modelo
Aspergillus nidulans D-30 que detecta dafio primario al ADN y el ensayo de
induccion de microndcleos en médula 6sea de raton el cual determina dafio
clastogénico y aneugénico. En el ensayo in vitro con el hongo Aspergillus nidulans
D-30 (segregacion mitdtica) evaluaron con concentraciones del extracto fluido de
Cassia grandis L., desde 0,067 a 1,675 mg de sélidos totales/mL y para el gel de
Aloe vera L., concentraciones de 0,09 a 1,00 mg de sélidos totales/mL. En la
prueba in vivo de induccion de microndcleos se ensayaron para la Cassia grandis
L.y para el gel de Aloe vera L., dosis de 500, 1000 y 2000 mg/kg de peso corporal
(pc). En ambas baterias de ensayos genotoxicos ninguno de los 2 fitofarmacos
mostraron ni dafo celular ni actividad genotéxica.

Lafigura 7, es una grafica de la prueba de Kruskal Wallis, que nos permitio evaluar
el grado de genotoxicidad mediante fragmentacion del ADN genémico humano,
por efecto del latex de Argemone mexicana L. “cardo santo” a diferentes
concentraciones, durante una hora de incubacion a 37°C; nos muestra que todas
las concentraciones presentan resultados iguales, con fragmentacién del ADN en
100%, por tanto no hay diferencia de actividad genotoxica sobre el ADN genémico
humano segun las concentraciones del latex de Argemone mexicana L. “cardo
santo”.

Nuestros resultados que demuestran una alta genotoxicidad del latex de

Argemone mexicana L. “cardo santo”, serian parte importante de fundamentar las
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propiedades curativas de afecciones cutdneas como acné, verrugas, Ulceras, asi
como que el extracto en agua caliente de la planta es utilizado como insecticida
efectivo contra diversas plagas como "gusano cogollero del maiz", orugas y otros
insectos. Al mismo tiempo advertir a la poblacién que el uso del latex para curar
la tos, tos convulsiva, asma, laxante, sudorifico, malestares hepaticos, calculos
renales, dolor de muelas, oftalmias, purgante, etc. Que es mediante ingesta,
requiere de mucho cuidado, puesto que podria causar efectos dafinos al
organismo, este caso obviamente amerita realizar otros estudios.

El registro fotografico de la figura 8, muestra la electroforesis de los productos de
la genotoxicidad del latex de Taraxacum officinale “diente de ledn” a
concentraciones de 10%, 25%, 50% y 100%, frente al ADN gendémico de linfocitos
humanos a 1500 ng/uL, durante una hora de incubacién a 37°C, del primer ensayo.
Los carriles 1 y 2 de 10% y 25%, han fragmentado entre 40 a 95% del ADN;
mientras que el 3y 4 nos revelan la fragmentacién total del ADN, que corresponde
a las concentraciones de 50% y 100% de latex de “diente de ledn”.

El segundo ensayo mostrado en la figura 9, presenta a los carriles 1y 2 de 10% y
25% una fragmentacion entre el 20% y 40% del ADN, un tanto menor de actividad
que el primer ensayo; mientras que los carriles 3 'y 4 con 50% y 100% de latex,
siempre muestran una fragmentacion total del ADN. La figura 10 del tercer ensayo
revela los resultados similares al primer ensayo con fragmentacion de ADN entre
40% a 95% a concentraciones de 10% y 25% de latex. En la figura 11, las
concentraciones de 10%, muestra una fragmentacion de 20% a 40% del ADN,
pero el de 25% muestra una fragmentacion total del ADN, al igual que el de 50%
y 100% del latex en los carriles 2, 3y 4 respectivamente.

Nuestros resultados concuerdan con los reportado por Zafary col., (2014) donde
evaluaeron la actividad antibacteriana in vitro de los extractos (metanol, cloroformo
y agua destilada) de Taraxacum officinale. El extracto de metanol y cloroformo
mostrd ser eficaz contra todos los patégenos bacterianos ensayados Pseudomona
aeruginosa, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillussubtilis y
Micrococcus luteus, mientras que los extractos en agua destilada no mostraron
ninguna actividad. La concentracién minima inhibitoria (MIC), de los extractos
contra estas cepas bacterianas estaba en el rango de 0,30 mg / ml. Los diferentes
resultados del andlisis fitoquimico indica la presencia de metabolitos secundarios
como alcaloides, taninos y flavonoides que pueden ser responsables del ensayo

antibacteriano.
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La gréafica 12 corresponde a la prueba de Kruskal Wallis de la actividad genotoxica
del latex de Taraxacum officinale “diente de le6n”, que nos permitié evaluar el
grado de genotoxicidad mediante la fragmentacién del ADN gendmico humano, a
diferentes concentraciones, durante una hora de incubacion a 37°C; nos muestra
que las concentraciones de 50% y 100% de latex presentan fragmentacion del
ADN en 100%, mientras que de 10% y 25%, manifiestan fragmentar el ADN
gendémico humano entre 40% a 95%. El valor determinado de p=0.027 es menor
que p=0.05, por tanto se rechaza la Ho nula, y se acepta la H1, que al menos una
concentracion del latex muestra diferente actividad. Por tanto, la concentracion del
latex de Taraxacum officinale “diente de ledn”, si tiene efecto en la actividad
genotodxica sobre el ADN gendmico humano.

Los resultados obtenidos en nuestro estudio, estaria demostrando en parte el
principio curativo de Taraxacum officinale “diente de ledn”, que por su accion
depurativa se utiliza en el tratamiento de fondo de enfermedades cutaneas: acné,
eczemas, forunculosis, herpes, psoriasis, etc. Esta especialmente indicado en
todas las dermatosis de etiologia relacionada con secrecién biliar defectuosa.

Asi mismo explicar que el latex de la planta fresca Taraxacum officinale “diente de
leon”, puede producir dematitis de contacto. El uso interno, debido a su contenido
en sustancias amargas, puede causar molestias gastricas, con hiperacidez. Para
evitarlo se recomienda asociar a drogas mucilaginosas, como el malvavisco y por
nuestros resultados advertir a la poblacion tener cuidado en el uso de esta planta

en cualquiera de sus formas por ingestion.303!
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1.

VI. CONCLUSIONES

El latex de las plantas medicinales de uso dérmico Argemone mexicana L.
“‘cardo santo” y Taraxacum officinale “diente de leén” presentan una
importante actividad genotoéxica frente al ADN genémico humano.

Los metabolitos secundarios del latex de plantas medicinales de uso dérmico
Argemone mexicana L. “cardo santo” y Taraxacum officinale “diente de le6n”
fueron: alcaloides, compuestos fendlicos y taninos en abundante cantidad,
mientras que en el latex de Taraxacum officinale “diente de ledn” los
metabolitos secundarios identificados fueron: compuestos fendlicos y taninos
en abundante cantidad y alcaloides en una cantidad leve.

El latex de Argemone mexicana L. "cardo santo” desde 10% al 100% de
concentracion, presenta un potente efecto genotoxico frente al ADN genémico
humano, fragmentdndolo en 100%; mientras que el latex de Taraxacum
officinale “diente de ledn” muestra que las concentraciones de 50% y 100%
de latex presentan fragmentacion del ADN en 100%, y las de 10% y 25%,
manifiestan fragmentar el ADN gendémico humano entre 40% a 95%, siendo

esta la diferencia estadisticamente significativa (p<0,05).

47






VIl. RECOMENDACIONES

Ampliar estudios de genotoxicidad con otras plantas medicinales de uso
comun en nuestra region, ya que en los ultimos afios ha retornado el interés
por las plantas medicinales en blsqueda de nuevas estructuras bioactivas
para el tratamiento de las enfermedades.

Identificar que metabolitos secundarios del latex presentaron actividad
genotoxica en este estudio.
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Anexo 1

Certificado de identificacion taxondmica de Argemone mexicana L. “cardo santo”.

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

CERTIFICA

Que, la Bach. en Farmacia y Bioquimica, Srta. Mary Elizabett, MONTES ENCISO
ha solicitado la identificacion de una muestra vegetal para trabajo de tesis.

Dicha muestra ha sido estudiada y determinada segun el Sistema de Clasificacion
de Cronquist. A. 1988. y es como sigue :

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA
CLASE : MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE : MAGNOLLIDAE

ORDEN : PAPAVERALES
FAMILIA : PAPAVERACEAE
GENERO : Argemone

ESPECIE ; Argemone mexicana L .
N.V. : “cardo santo”

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

Ayacucho, 10 de Setiembre del 2015

UNIVERSIDAD NACIONAL B
SAN CRISTORAL DE HUAMAN%A
FACULTAR LGy BIDTOGICAS

R CTTIITD it L LT T T T T T oy o
Blga Taura Aucasime ficqina
JEFE

-
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Anexo 2

Certificado de identificacion taxondmica de Taraxacum officinale Wiggers. “diente
de le6n”

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

CERTIFICA

Que, la Bach. en Farmacia y Bioquimica, Srta. Mary Elizabett, MONTES ENCISO
ha solicitado la identificacion de una muestra vegetal para trabajo de tesis.

Dicha muestra ha sido estudiada y determinada segun el Sistema de Clasificacién
de Cronquist. A. 1988. y es como sigue :

DIVISION ; MAGNOLIOPHYTA

CLASE ; MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE : ASTERIDAE

ORDEN ; ASTERALES

FAMILIA : ASTERACEAE

GENERO ! Taraxacum

ESPECIE : Taraxacum officinale Wiggers.
N.V. ; “diente de leon”, “amargén”

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

Ayacucho, 10 de Setiembre del 2015

UNIVERSIDAD NACIONAL DE
SAN CRISTOBAL DE HUAMANGA
FAcgt.'r/ssv L Tnsiae 'a!r)'.OGg:As

A HEEN

03
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Anexo 3

Flujograma para el procedimiento de genotoxicidad a partir del latex obtenido.

Plantas medicinales
Argemone mexicana L.
“cardo santo” y Taraxacum
officinale “diente de ledn”.

Latex puro

Marcha
Fitoquimica

Preparacion
de
diluciones:
100%
50%
25%
10%

Bolsa colectora de sangre
humana, paquete de glébulos

blancos.

I - Extraccion
orgénica
ADN de linfocito
4 N
Preparaci Cuantificacion 4 Cuantifica )
on de por cion por
stock de espectrofotom electrofor
ADN etria esis
(1500ng/p

L)

Ensayo de genotoxicidad in
vitro

¥

Fase I:
Cuantificacién
y preparacion
de Stock de
ADN
gendémico de
linfocito
humano.

Fase Il:
Prueba de
genotoxicidad
“in vitro” del
latex frente al
ADN
gendémico
humano.

Fase Il
Electroforesis
para la
deteccion de
genotoxicidad

Fase IV:
Radiacion UV
para la
visualizacion
de
genotoxicidad

Fase V:
Interpretacion
y clasificacion
del registro
visual de
genotoxicidad
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Anexo 4
Tabla 6. Valores numéricos del grado de genotoxicidad de Argemone mexicana
L. “cardo santo”, a las concentraciones de 10%, 25%, 50% y 100% del latex, frente
a ADN gendmico humano, incubado a 37°C durante una hora. Ayacucho, 2017.

Condiciones de laincubacion Argemone mexicana L “cardo santo”
Latex
Temperatura Tiempo Concentracién en %
°C Hora 10 25 50 100
4 4 4 4
4 4 4 4
37 1 4 4 4 4
4 4 4 4
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Anexo 5
Tabla 7. Valores numéricos del grado de genotoxicidad de Taraxacum officinale.
“diente de ledn”, a las concentraciones de 10%, 25%, 50% y 100% del latex, frente
a ADN gendmico humano, incubado a 37°C durante una hora. Ayacucho, 2017.

Taraxacum officinale “diente de le6n”

Condiciones de laincubacion
Latex
Temperatura Tiempo Concentracién en %
°C Hora 10 25 50 100
3 3 4 4
2 2 4 4
37 ! 3 3 4 4
2 4 4 4
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Anexo 6

Fotografia de la recoleccion del latex de Argemone mexicana L. “cardo santo”
a). ldentificacion de la planta en estudio; b). corte en la parte basal del fruto y la
flor; c). Latex de color amarillo de Argemone mexicana L; d). recoleccion del latex

en el tubo de eppendorf con la ayuda de una micropipeta.
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Anexo 7

Fotografia de la recoleccion del latex de Taraxacum officinale “diente de leén” para
el tamizaje fitoquimico. a). identificacion de la planta en estudio; b). corte en la
parte basal del tallo; c) y d) latex de color lechoso de taraxacum officinale en la
placa de tincion de vidrio.
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Anexo 8

Tamizaje fitoquimico obtenido del latex de Argemone mexicana L. “cardo santo”
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Anexo 9

Tamizaje fitoquimico obtenido del latex de Taraxacum officinale “diente de leén”.
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Anexol0

Protocolo de extracciéon de ADN gendmico de linfocito humano.

Transferir 1 mL de sangre a un tubo Homogenizar e incubar a 37°C x 30
con tapa rosca, agregar 9 mL de en Bafio Maria, centrifugar a 2500 rpm
tris-HCI precalentado a 37°C. por 10 minutos.

Descartar el sobrenadante,
dejar 1 mL de lo centrifugado,
agregar 9 mL  tris-HCI.
Homogenizar e incubar a 37°C
por 30 minutos luego centrifugar
a 2500 rpm por 10 minutos.
Repetir 2 veces este
procedimiento hasta obtener un
preparado claro.

Agregar a 1 mL de centrifugado 9
mL de Nacl 0.85%, centrifugar a
2500 rpm por 10 minutos.
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Aspirar y descartar el sobrenadante, Transferir a otro tubo y agregar 0.5 mL
dejar sedimento y resuspender con 0.5 de Sol. lisis precalentado a 50°C.
mL de Sol. High TE. Agregar 10 pL de proteinasa K

(20mg/mL) e incubar por una hora a
53°C, luego adicionar 750 pL de
cloroformo: alcohol isoamilico (24:1).
Homogenizar y centrifugar a 14000 rpm
x 10".

Aspirar la fase superior acuosa y
trasvasar a otro tubo, agregar 750 pL
de cloroformo: alcohol isoamilico
(24:1) y centrifugar por 10 minutos.
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Agregar acetato de sodio 3M 20 pL, 500 Eliminar cuidadosamente el

pL de alcohol isopropilico helado, dejar sobrenadante y enjuagar el
en reposo por una noche en la nevera, sedimento con 1 mL de etanol al
luego centrifugar 70%, centrifugar por 10 minutos.

Dejar secar a medio ambiente y
finalmente resuspender con low TE” Bandas de ADN..
y guardar a -20°C.
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Anexo 11

Protocolo parala determinacién del efecto genotéxico in vitro mediante electroforesis, propuesto por Miranda T.

Preparacién de reactivos para la
extraccion de ADN genémico de
linfocito humano.

Extraccion del ADN gendmico de linfocito humano.

Sembrado en el
gel de agarosa
para
electroforesis.

Después de resuspender el
sedimento con low TE, guardar
en la nevera.

., . , Cuantificacién del ADN
Preparacion de las soluciones con latex para enfrentar al ADN gendémico de

genémico de linfocitos humanos para la pruebade genotoxicidad, linfocitohumano.
incubar en Bafio Maria a 37°C por una hora.

Luego de colorear en
bromuro de etidio, se
registré las imagenes en
el Biometra UVsolo TS;
luego con una céamara

—)  fotoqrafica.

Sembrado en el
gel de agarosa
para
electroforesis.
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Anexo 12. Matriz de consistencia

TITULO: Efecto genotdxico in vitro del latex de plantas medicinales de uso dérmico Argemone mexicana L. “cardo santo” y Taraxacum
officinale “diente de le6n”. Ayacucho, 2017.

) MARCO HIPOTESIS VARIABLES ]
TITULO PROBLEMA OBJETIVO TEORICO METODOLOGIA
Efecto ¢Tendra GENERAL Aspectos El latex de las Variable Principal: Tipo de investigacion :
genotoxico efecto = Determinar el efecto Botanicos plantas = Plantas medicinales de Basica — experimental.
in vitro del  genotdxico in genotdxico in vitro del latex Argemone medicinales de uso dérmico Argemone
latex de vitro el latex de plantas medicinales de mexicana L uso dérmico mexicana L “cardo santo” Nivel de investigacion:
plantas de plantas uso dérmico Argemone “cardo santo” y Argemone y Taraxacum officinale Basico
medicinales medicinales mexicana L “cardo santo” Taraxacum mexicana L “diente de ledn”.
de uso de uso y Taraxacum officinale officinale diente “cardo santo” y Indicador: Poblacién:
dérmico dérmico “diente de ledn”. de ledn”. Taraxacum - Concentracion del latex Argemone mexicana L “cardo
Argemone Argemone Clasificacion officinale “diente en microlitros (%). santo” y Taraxacum officinale
mexicanaL mexicanaL ESPECIFICOS taxonémica, de ledn”, “diente de ledn”, que crece en los
"cardo cardo santo” = ldentificar los metabolitos Descripcion presentan efecto Variable secundaria: diferentes pisos ecolégicos de la
santo” y Taraxacum secundarios presentes en el Botanica, genotoxico in Efecto genotoxico in vitro ciudad de Ayacucho
y officinale  latex de Argemone Composicién vitro frente al de las plantas Muestra:
Taraxacum “diente de mexicana L “cardo santo” y Quimica, ADN genémico medicinales. = 500 pL del latex de
officinale  ledn” frente al Taraxacum officinale “diente Actividades de linfocitos Argemone mexicana L “cardo
“diente de ADN de deledn”. Biologicas. humanos, Indicador: santo” y Taraxacum officinale
leon”. linfocito = Caracterizar el efecto de ADN detectado - ADN de linfocitos “diente de ledn”.
Ayacucho, humano? la genotoxicidad del latex de Genotoxicidad mediante humanos. Unidad experimental:
2017. las plantas medicinales de Electroforesis. electroforesis

uso dérmico en estudio,
mediante ensayos in vitro
sobre el ADN gendmico de
linfocitos humano detectado
mediante electroforesis.

- Fragmentacion del Acido
desoxirribonucleico
(ADN).

= ADN de linfocitos humano a
1500 ng/uL por ensayo.

Andlisis estadistico

Los datos fueron analizados

utiizando paquete estadistico

SPSS version 23, empleando la

pruebe de Kruskal-Wallis
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