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RESUMEN

Otholobium pubescens "wallwa", conocida vulgarmente como "culen”, es un
arbusto perenne de las tierras altoandinas del PerG con propiedades farmacoldgicas
comprobadas, como actividad antibacteriana contra Staphylococcus aureus, capacidad
antioxidante y efecto hipoglicemiante. Sin embargo, no existe una evaluacion de su
potencial genotoxico in vitro, aspecto fundamental para garantizar su seguridad de uso.
El objetivo de este estudio era determinar si el extracto hidroalcohélico de Otholobium
pubescens «wallwa» tenia un efecto genotoxico in vitro sobre el ADN de
Staphylococcus aureus. Mediante un analisis fitoquimico cualitativo se detectaron
alcaloides, fenoles, taninos, flavonoides, aminoacidos, azucares reductores, glucésidos
cardiotdnicos, terpenos y quinonas, tras obtener extractos hidroalcohdélicos de las hojas
y los tallos mediante maceracion en una mezcla de etanol y agua (3:1). La evaluacion
de la genotoxicidad in vitro se llevo a cabo mediante el analisis de la fragmentacién del
ADN gendmico del Staphylococcus aureus tras la exposicion a diversas
concentraciones del extracto. Los resultados demostraron que el extracto
hidroalcohdlico de tallos present6 mayor potencial genotéxico que el de hojas,
induciendo una fragmentacién del ADN genoémico de Staphylococcus aureus superior
al 95% en concentraciones de 50 y 100 mg/mL, mientras que el extracto de hojas
provoco fragmentacion del mismo ADN bacteriano en el rango de 40% a 95% bajo
condiciones experimentales idénticas. En conclusion, ambos extractos de Otholobium
pubescens “"wallwa" exhibieron capacidad genotoxica para fragmentar el ADN
gendémico de Staphylococcus aureus, siendo el efecto genotoxico de tallos
considerablemente superior al de hojas.
Palabras clave: genotoxicidad, Otholobium pubescens, ADN de Staphylococcus

(13 »
aureus, ‘“wallwa’”.
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ABSTRACT

Otholobium pubescens “wallwa,” commonly known as “culen,” is a perennial
shrub native to the high Andean regions of Peru with proven pharmacological
properties, including antibacterial activity against Staphylococcus aureus, antioxidant
capacity, and hypoglycemic effects. However, there has been no evaluation of its in
vitro genotoxic potential, a critical aspect for ensuring its safety in use. This study
sought to ascertain whether the hydroalcoholic extract of Otholobium pubescens
"wallwa" had an in vitro genotoxic effect on Staphylococcus aureus DNA. Alkaloids,
phenols, tannins, flavonoids, amino acids, reducing sugars, cardiotonic glycosides,
terpenes, and quinones were detected by qualitative phytochemical analysis after
hydroalcoholic extracts from leaves and stems were produced by maceration in etanol
and water (3:1). By examining the fragmentation of Staphylococcus aureus genomic
DNA following exposure to various extract concentrations, the in vitro genotoxicity
evaluation was carried out. The results showed that the hydroalcoholic stem extract
exhibited greater genotoxic potential than the leaf extract, inducing fragmentation of
Staphylococcus aureus genomic DNA exceeding 95% at concentrations of 50 and 100
mg/mL, while the leaf extract caused fragmentation of the same bacterial DNA in the
range of 40% to 95% under identical experimental conditions. In conclusion, both
extracts of Otholobium pubescens “wallwa” exhibited genotoxic capacity to fragment
the genomic DNA of Staphylococcus aureus, with the genotoxic effect of the stem
extract being considerably greater than that of the leaf extract.
Keywords: genotoxicity, Otholobium pubescens, DNA of Staphylococcus aureus,

“wallwa”.
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CAPITULO I. INTRODUCCION

Otholobium pubescens (Poiret) Grimes, conocida vulgarmente como “wallwa”,
“culén” o “culen”, es un arbusto perenne originario de las tierras altoandinas del Perd,
particularmente de la regién de Ayacucho, utilizado durante siglos en medicina
tradicional para tratar infecciones, procesos inflamatorios y trastornos
gastrointestinales.! En los Andes, donde se encuentran los paises como como Chile,
Ecuador, Bolivia y Argentina, esta planta crece tanto de forma silvestre como en
cultivo. Se encuentra principalmente en valles y barrancos himedos, a altitudes
comprendidas entre los 2000 y los 3800 m.s.n.m.> Su vigencia en la practica
etnofarmacoldgica andina, por méas de dos mil afios, sugiere no solo eficacia terapéutica,
sino también un perfil de tolerancia relativa en poblaciones que la utilizan
tradicionalmente?3.

Investigaciones recientes han validado cientificamente varias propiedades
terapéuticas de Otholobium pubescens “wallwa”. Ventura® confirmé potencial
antibacteriano significativo frente al Staphylococcus aureus con concentraciones
minimas inhibitorias (CMI) de 1,56 mg/mL en hojas y 6,25 mg/mL en tallos, y
concentraciones minimas bactericidas (CMB) de 3,12 mg/mL y 12,5 mg/mL
respectivamente. Alvarado® documentd actividad antioxidante significativa con
captacion de radicales libres de 92.36% a 100 pug/mL, asi como la actividad citotdxica
comprobada. Quilla® evidencié actividad antiespasmodica, particularmente a
concentraciones del 30% del extracto. Caro’ y Solgorré®, demostraron efecto
hipoglicemiante comprobable con metformina, reduciendo niveles de glucosa de 390
mg/dL a 223 mg/dL mediante tratamiento con extracto. Estos hallazgos demuestran que
Otholobium pubescens posee multiples compuestos bioactivos con capacidad de
interferir en procesos patolégicos diversos.

El perfil fitoquimico de Otholobium pubescens ha sido objeto de mdltiples
investigaciones que revelan variabilidad segin el estudio considerado. Quilla®
evidencié abundancia de alcaloides, flavonoides, terpenos, cumarinas, aminoacidos y

catequinas con moderada presencia de taninos; Solgorré®, en contraste, no obtuvo



resultados positivos en alcaloides, pero reportd leve presencia de taninos, terpenos,
saponinas, flavonoides y azlcares reductores; Alvarado® identifico lactonas
sesquiterpenicas, taninos y alcaloides con elevada actividad antioxidante; y Caro’
demostré mediante cromatografia de capa fina la presencia de taninos, flavonoides y
antroquinonas. Esta variabilidad intraespecifica entre estudios podria explicarse por las
diferencias en el perfil fitoquimico de especies del mismo género. Por ejemplo,
Otholobium mexicanum, segin Diaz®, mostrd resultados negativos en alcaloides y
triterpenoides, abundancia en saponinas y azUcares reductores, y leve presencia de
naftoquinonas, antroquinonas, antronas, flavonoides y taninos; mientras que Psoralea
glandulosa (sinobnimo de Otholobium glandulosum), estudiada por Cordova &
Quispel®, presentd menor cantidad de terpenos y saponinas, presencia minima de
flavonoides, alcaloides, carbohidratos y cumarinas, y ausencia de quinonas, fenoles,
leucoantocianidinas y antroguinonas.

Los metabolitos secundarios de Otholobium pubescens pueden tener efectos
terapéuticos o toxicos segun la dosis empleada, el tiempo de exposiciéon y las
condiciones fisioldgicas del organismo receptor. Entre estos compuestos, destacan los
terpenos, como el carvacrol y el timol, conocidos por su actividad bactericida. En
particular, el carvacrol presenta propiedades adicionales, como la inhibicion de la
proliferacion de células de adenocarcinoma y la generacion de efectos genotoxicos
asociados a la produccién de especies reactivas de oxigeno y a la reduccion de los
niveles de glutation.'? Otro grupo de metabolitos secundarios de gran relevancia son
los alcaloides. Entre ellos, la isoconkuressina y la N-formilconessimina han demostrado
actividad antibacteriana intrinseca frente al Staphylococcus aureus sensible a
meticilina, asi como frente a cepas resistentes. No obstante, algunos alcaloides, como
los de tipo pirrolizidina, presentan efectos genotoxicos que pueden generar dafio en
humanos, manifestandose como formacion de aductos de ADN, entrecruzamientos de
ADN, rupturas de cadena, intercambio de cromatidas hermanas, formacion de
micronucleos, aberraciones cromosomicas Yy diversas mutaciones genéticas y
cromosOmicas tanto in vivo como in vitro.®*'* Adicionalmente, la revision sistematica
de Bardoloi & Soren®®, identific6 mas de 50 especies de plantas con potencial
genotoxico, destacando que la familia Fabaceae a la cual pertenece Otholobium
pubescens presenta frecuentemente metabolitos secundarios con esta caracteristica.
Entre los compuestos genotdxicos documentados en familias relacionadas se

encuentran alcaloides pirrolizidinicos, alil tiocianato, acido aristoldchico (carcindégeno
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humano reconocido), propenilbenceno, hidrazina, antroquinonas, isotiocianatos,
flavonoides, cumarinas y psoralenos.®

A pesar de los antecedentes mencionados, no se han realizado estudios de
genotoxicidad especificos para Otholobium pubescens "wallwa", 1o que representa un
vacio importante en el conocimiento de su perfil de seguridad. Aunque se conoce su
actividad antibacteriana, identidad fitoquimica y otras propiedades terapéuticas, su
potencial para inducir dafio génico permanece completamente inexplorado. La
evaluacion de genotoxicidad es indispensable porque permite diferenciar entre
metabolitos cuyas propiedades beneficiosas son auténticas de aquellos que podrian
representar un riesgo oculto para la salud en condiciones de uso prolongado. Un modelo
de este enfoque lo constituye Fabiana punensis, especie también utilizada en medicina
tradicional andina, en la cual no se evidencio toxicidad ni genotoxicidad en las cepas
Salmonella typhimurium TA98 y TAL00, incluso a concentraciones de hasta 1000
pg/placa, tanto con activador externo como sin él, este resultado permitio respaldar
cientificamente el uso seguro de la planta.l®* De manera similar, evaluar la
genotoxicidad de Otholobium pubescens proporcionaria validacion cientifica de su
seguridad o, en su defecto, identificaria metabolitos de riesgo que requeririan
restricciones de uso.

La evaluacion de la genotoxicidad en productos naturales es fundamental:
porque permite determinar si un extracto vegetal puede dafiar al ADN, lo que podria
derivar en mutaciones o alteraciones cromosdmicas en usuarios'’; garantizar el
conocimiento de las concentraciones que manifiestan genotoxicidad con el fin de
establecer margenes de seguridad; orientar a futuras investigaciones que realicen
aislamiento selectivo de metabolitos y la eliminacion de aquellos que presentan efecto
genotoxico.

Para la evaluacion del efecto genotdxico en productos naturales existen diversos
enfoques metodoldgicos internacionalmente validados, las pruebas in vitro incluyen
ensayos de aberraciones cromosomicas, micronucleos, sintesis no programada de ADN
y electroforesis celular (ensayo cometa).!8 Entre estos, el ensayo cometa destaca como
herramienta rapida, sensible y de bajo costo.

El presente estudio empledé el método “Tomasevich”, desarrollado por
Miranda® como una variante del ensayo cometa que representa una herramienta de
utilidad en contexto de investigacion con recursos limitados. Este método facilita la

visualizacién directa de la fragmentacion del ADN mediante electroforesis en gel,
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permitiendo obtener resultados cualitativos y cuantitativos de forma rapida. Su
procedimiento es sencillo: el ADN gendémico extraido se expone a diferentes
concentraciones del extracto, se incuba a 37°C, y se somete a electroforesis en gel de
agarosa seguido de un lavado con bromuro de etidio. Los fragmentos de ADN, si
existen, migran diferencialmente bajo el campo eléctrico, pudiendo visualizarse
mediante radiacion ultravioleta. La intensidad de fluorescencia es directamente
proporcional a la cantidad de ADN presente e integro; si el ADN esta fragmentado, la
fluorescencia disminuye.

Aunque el método “Tomasevich” no constituye un método estandarizado por
organismos regulatorios internacionales, si cuenta con reconocimientos en el 2do
Congreso Latinoamericano de Farmacogenéticay Medicina Personalizada realizada en
Durango (México) y el 5to Congreso Internacional de Farmacologia de Productos
Naturales “FAPRONATURA 2018” dado en Topes de Collantes (Cuba). Entre sus
principales ventajas destaca la capacidad de detectar dafio en el ADN de forma rapida
y sensible. Asimismo, su costo es relativamente bajo en comparacién con otros ensayos
y no requiere equipamiento altamente especializado.

En este marco, el presente estudio planteo la siguiente pregunta de investigacion
general: ¢Los extractos hidroalcoholicos de hojas y tallos de Otholobium pubescens
“wallwa” tendran efecto genotéxico in vitro frente al ADN cromosémico de
Staphylococcus aureus? Por tanto, el objetivo general es determinar la genotoxicidad
in vitro en los extractos hidroalcohdlicos de hojas y tallos de Otholobium pubescens
“wallwa” frente al ADN de Staphylococcus aureus. Los objetivos secundarios
planteados son:

e ldentificar los metabolitos secundarios presentes en el extracto

hidroalcohdlico de Otholobium pubescens “wallwa”.

e Evaluar la genotoxicidad in vitro del extracto hidroalcohdlico de las hojas de

Otholobium pubescens “wallwa” frente al ADN de Staphylococcus aureus.
o Evaluar la genotoxicidad in vitro del extracto hidroalcohdlico de los tallos de

Otholobium pubescens “wallwa” frente al ADN de Staphylococcus aureus.



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

Diaz®, en el afio 2025, realiz6 el trabajo titulado: “Estudio fitoquimico de la
especie vegetal Otholobium mexicanum (Trinitaria) y evaluacion de su actividad
bioldgica y antioxidante” con el objetivo de evaluar la actividad bioldgica y la
capacidad antioxidante de los extractos de Otholobium mexicanum. Para ello se
emplearon técnicas de tamizaje fitoquimico mediante reacciones quimicas, la
evaluacion de DPPH, por otra parte, la actividad biolégica a través de pruebas
bactericidas (CMB, curva de letalidad y actividad bactericida del suero). Para el proceso
de extraccion usaron acetato de etilo, etanol y etanol: agua por separado. Los resultados
del tamizaje fitoquimico dieron negativo en alcaloides; sin embargo, confirmaron la
presencia de azucares reductores, saponinas, naftoquinonas, antraquinonas y antronas,
flavonoides y taninos, notablemente, solo el extracto etandlico dio positivo en
triterpenos y esteroides. Respecto a la actividad antimicrobiana, los resultados
demostraron que ambos extractos (acetato de etilo y etanol) presentan potencial
inhibitorio. Para Staphylococcus aureus, que la CMI fue de 30 pg/mL en ambos
extractos, mientras que la CMB fue de 60 pg/mL, en caso de Escherichia coli, se
identificaron CMI de 15 pg/mL (acetato de etilo) y 7,5 pg/mL (etanol) y CMB de 60
ug/mL en ambos extractos. El estudio concluyd que los extractos de Trinitaria,
especialmente obtenidos con acetato de etilo y etanol, demostraron actividad
antioxidante y antimicrobiana significativa frente al Staphylococcus aureus ATCC
8739 y Escherichia coli ATCC 65380.

Espinoza & Heredia?, en el afio 2023, realizaron la investigacion titulada:
“Evaluacion toxicoldgica de los extractos metandlicos de Peperomia sp y Otholobium
mexicanum mediante la técnica aguda en embriones de peces en el modelo de Danio
rerio” con el objetivo de evaluar la toxicidad de los extractos de dos plantas
medicinales Peperomia sp y Otholobium mexicanum. La metodologia se baso6 en el

protocolo de prueba de toxicidad aguda en embriones de pez cebra (FET) propuesto por



la Organizacion para la cooperacion y el Desarrollo Econdémicos (OCDE). Para
Otholobium mexicanum los resultados revelaron alta toxicidad: a las 48 horas post-
fertilizacion (hpf), la concentracion alta ensayada (12.5 pg/mL) indujo 100% de
letalidad, mientras que las dos primeras concentraciones probadas presentaron letalidad
superior al 50%. Respecto a la teratogenicidad, se observo una tendencia variable segln
el tiempo de exposicion. A las 24 hpf, los embriones expuestos a 12.5 pg/mL mostraron
teratogenicidad de 91.67%, caracterizada principalmente por retraso de crecimiento.
Sin embargo, estos embriones murieron antes de las 48 hpf, impidiendo la evaluacién
de otros criterios teratogénicos en esta concentracion. Concluy6 que la concentracion
Peperomia sp. y Otholobium mexicanum presentaron concentraciones letales medianas
(CLso) de 4.7556 pg/mL y 5.0282 pg/mL, respectivamente; ambas plantas cumplian
todos los criterios de teratogenicidad establecidos.

Bardoloi & Soren®, en el afio 2022, realizaron el trabajo titulado:
“Genotoxicidad inducida por plantas medicinales” cuyo objetivo fue sintetizar los
conocimientos con respecto a la genotoxicidad de las plantas medicinales. La
metodologia empleada fue la revision sistematica de estudios de genotoxicidad in vivo
e in vitro en plantas medicinales, incluyendo el ensayo cometa, prueba de microntcleos
(MN), prueba ames (BRM), aberracion cromosoémica (ChA), prueba de Allium cepa
(ACTA), ensayo Vitotox (VA), ensayo western (WA), linfoma de raton tk e induccion
lisogénica (LI). Los resultados identificaron més de 50 especies de plantas con potencial
genotoxico, las familias frecuentemente asociadas con este efecto fueron Fabaceae,
Asteraceae, Rosaceae, Euphorbiaceae, Lamiaceae y Apocynacea; en cuanto a los
compuestos responsables, se documentaron alcaloides pirrolizidinicos, alil tiocianato,
acido aristoldchico (carcinégeno humano), propenilbenceno, hidrazina, antraquinonas,
isotiocianatos, flavonoides, cumarinas y psoralenos. Concluyendo que la genotoxicidad
no se restringe a una familia botanica en particular, sino que multiples familias
especialmente Fabaceae y Asteraceae presentan frecuentemente compuestos
genotoxicos, por tanto, se destaca la necesidad de evaluar sistematicamente la
genotoxicidad de plantas terapéuticas antes de su uso en medicina.

Cuesta & Mogrovejo?!, en el afio 2020, desarrollaron la investigacion:
“Evaluacion del método y solvente de extraccion mas eficientes para la obtencion de
metabolitos secundarios responsables de una actividad antioxidante y antibacteriana de
9 plantas medicinales en la ciudad de Cuenca-Ecuador” y su objetivo principal es

evaluar la mejor técnica de extraccion y el mejor disolvente para aislar metabolitos
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secundarios con propiedades antibacterianas y antioxidantes de las 9 plantas
medicinales en la ciudad de Cuenca-Ecuador. Las actividades antioxidantes se
evaluaron mediante las técnicas DPPH y FRAP, y la actividad antibacteriana mediante
microdilucion en placa. Para el anlisis estadistico se utilizo ANOVA y Kruskal-Wallis
en las pruebas antioxidantes, y chi-cuadrado en la antibacteriana. Las concentraciones
minimas inhibitorias del extracto metanolico de Otholobium mexicanum fueron de 16
pg/mL para los métodos de homogenizacidn, sonicacion y percolacion, mientras que el
extracto obtenido por maceracion mostré una CMI mayor a 64 pg/mL, considerandose
inactivo. Concluyendo que las mayores actividades antioxidantes de las nueve plantas
se lograron con metanol al 100 % y por el método de homogenizacion, tanto en DPPH
como en FRAP, respecto a la actividad antibacteriana, los extractos metandlicos
obtenidos por los distintos métodos fueron inactivos contra S. aureus ATCC 25923,
excepto en el caso de O. mexicanum, cuyos extractos (a excepcion que el obtenido por
maceracion presentaron una actividad antibacteriana limitada).

Ramirez & Prieto??, en el afio 2019, ejecutaron la investigacion titulada:
“Evaluacion del halo de inhibicién de la planta Otholobium mexicanum frente a
Staphylococcus aureus ATCC 25923” y su objetivo principal es evaluar las
propiedades antibacterianas de la planta Otholobium mexicanum frente al
Staphylococcus aureus ATCC 25923. Se empled el método de difusion en disco, donde
la cepa bacteriana se sembr6é masivamente en agar BHI y se estandariz6 con el factor
McFarland. Se aplicaron ocho diluciones del extracto, junto con clindamicina como
control positivo y etanol y agua destilada como controles negativos, impregnando
discos de 6 mm vy realizando tres repeticiones por tratamiento. En los resultados se
aprecia que la dilucion de 10 000 pg/mL con una eficacia del 88,1 %, fue el mas similar
a la clindamicina y un 28,7 % mas eficaz que el extracto puro. Concluyendo, donde la
diferencia de la CMI de la clindamicina, que es de 0,5 pg/mL, el extracto vegetal
presenta una fuerte actividad antibacteriana con una CMI de 0,1 pg/mL.

Sponchiado et al?®, en el afio 2016, realizaron una revision titulada “ensayos
cuantitativos de genotoxicidad para el andlisis de plantas medicinales: una revision
sistematica” y teniendo por objetivo principal explorar los ensayos de genotoxicidad
mas utilizados y compararlos con los requisitos legales vigentes. En materiales y
métodos realizaron una revision sistematica cuantitativa de la literatura usando palabras
claves de “plantas medicinales”, “mutagenicidad” y “genotoxicidad”, por medio de ello

identificaron ensayos mas utilizados para evaluar la genotoxicidad. Entre los resultados
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un total 458 registros cumplen con criterios de inclusion, identificaron 24 ensayos
diferentes utilizados para evaluar la genotoxicidad de extractos medicinales y el 28,4%
reportan resultados positivos de genotoxicidad. Concluyendo que se utilizan diversos
métodos de ensayo de genotoxicidad para determinar el potencial genotoxico de los
extractos de plantas medicinales; sobre los posibles efectos genotdxicos de una planta
es importante incluir pruebas bacterianas y en mamiferos, con al menos un ensayo in
Vivo.

Bussmann, et al?, en el afio 2011, realizaron el estudio: “Toxicidad de las
plantas medicinales utilizadas en la medicina tradicional en el norte del Peri” y presenta
como objetivo determinar la toxicidad de extractos etanolicos y acuosos de 341 especies
de plantas utilizando un ensayo con Artemia salina. Se empleo el ensayo de letalidad
en Artemia salina para determinar la citotoxicidad de los extractos vegetales. Los
extractos se evaluaron en un rango de concentraciones de 31,25 a 1000 pg/mL, ademas
de los grupos controles (controles con agua salada y con etanol al 96 %). Se colocaron
diez larvas en cada vial usando una pipeta de punta ancha para evitar dafios, tras 24 h
se registro la supervivencia bajo estereomicroscopio y se calcul6é la mortalidad. Los
resultados promedio de mortalidad de Artemia salina se graficaron frente a los
logaritmos de las concentraciones utilizando la herramienta de anélisis Probit del
paquete estadistico NCSS. A partir de estos resultados, se calculé la concentracion letal
media (CL50) con intervalos de confianza (IC) del 95%, segln el método de Finney.
Destacando que en este estudio esta la especie de Otholobium glandulosum (L.) Grimes
que presenta LC50 del extracto acuoso y LC50 del extracto de etanol son >1000 pg/mL
y 271 pg/mL respectivamente. Concluyendo que més del 24% de los extractos acuosos
y el 76% de los extractos alcohdlicos mostraron niveles elevados de toxicidad para la

Artemia salina.

2.1.2. Antecedentes Nacionales

Cordova & Quispe®®, en el afio 2023, desarrollaron el trabajo de investigacion:
“Caracterizacion fitoquimica y capacidad antioxidante de extracto hidroalcohdlico y
acuoso del colen (Psoralea gladulosa)” y su objetivo central es determinar las
propiedades fitoquimicas y la actividad antioxidante del extracto hidroalcoholico y
acuoso de las hojas colén (Psoralea glandulosa). La metodologia es un estudio de
disefio experimental. Su nivel de investigacion (explicativo y descriptivo), la marcha

fitoquimica para el extracto acuoso (ensayo de cloruro férrico, ensayo de Fehling,



ensayo de espuma, ensayo de Shinoda y ensayo de Dragendorff), el tamizaje
fitoquimico para el extracto hidroalcohdlico (ensayo de Fehling, ensayo de
Dragendorff, ensayo de cloruro férrico, ensayo de catequinas, ensayo de acido
sulfarico, ensayo de Shinoda y ensayo de resinas), en la determinacion de la actividad
antioxidante se us6 DPPH y en el analisis estadisticos (ANOVA, Shapiro wilk y prueba
T). En resultados, los extractos hidroalcohdlicos y acuosos presentaron distribuciones
de datos diferentes, y el grupo acuoso mostrd un porcentaje de inhibicién altamente
significativo (p = 0,00000174, prueba t pareada). Cabe destacar que el extracto acuoso
presentaba niveles mas elevados de fenoles, flavonoides, taninos y alcaloides que el
extracto hidroalcoholico. Concluyendo, donde el analisis de las propiedades
fitoquimicas del colén (Psoralea glandulosa) revelé que el extracto acuoso presenta
actividad antioxidante en comparacion con el extracto hidroalcohélico, asi como
fenoles, flavonoides y taninos.

Alvarado®, en el afio 2017, desarrollé el trabajo de investigacion: “Actividad
antioxidante y citotoxica de 35 plantas medicinales de la Cordillera Negra” y su
objetivo principal era determinar las propiedades citotoxicas y antioxidantes de las
hierbas medicinales. En el estudio se emplearon tanto disefios no experimentales
(cuestionarios sobre conocimientos percibidos) como disefios experimentales (analisis
fitoquimico, actividad antioxidante a 100, 50 y 25 pg/mL, y actividad antioxidante a
166 y 333 g/mL). Una de estas especies es Otholobium pubescens, que presenta niveles
muy abundantes (compuestos fenolicos, lactonas sesquiterpénicas y taninos),
moderados (flavonoides) y bajos (taninos) de contenido fitoquimico. Los hallazgos méas
importantes son que la poblacion local posee conocimientos tradicionales sobre las
especies estudiadas. A 100 pg/mL y 50 ug/mL, respectivamente, el «culen» presenta
una actividad de eliminacion de radicales libres (FRSA) del 92,36 %y del 25,72 %. En
conclusion, valord el conocimiento etnofarmacoldgico de la Cordillera Negra; la
investigacion fitoquimica revelo la existencia de metabolitos secundarios, y la mayoria
de las plantas presentan una accion citotoxica y antioxidante.

Caro’, en el afio 2012, realiz6 la investigacién: “Estudio del efecto
hipoglicemiante del extracto metandlico de Otholobium Pubescens (Poiret) Grimes
“culen” en Ratas Wistar. Arequipa-2010” y cuyo objetivo principal es estudiar el efecto
hipoglicemiante de Otholobium pubescens (Poiret) Grimes ‘“culén” frente a la
metformina. En la metodologia para el andlisis fitoquimico, empled identificacion

cromatografica en capa fina, reactivos (cloruro férrico, cloruro de aluminio y acido
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sulfurico concentrado) e identificacion de saponinas (prueba de espuma); la medicién
de la glicemia utilizé un glucometro AccuCheK Active. Las pruebas estadisticas el
andlisis de varianza (ANOVA) y la prueba Tukey. Las concentraciones promedio de
glucosa al grupo que se les administrd el extracto alcohdlico del “culén” del dia 0, 5,
10, 15, 20, 25y 30 son 381,14; 374,57; 335,14; 291,43; 265,43; 227,57; 187,71 mg/dL
respectivamente. Concluyé que la administracion del extracto alcohdlico de
Otholobium pubescens tiene efecto hipoglicemiante y comparado con la metformina
tiene mejor resultado.

Solgorré®, en el afio 2005, ejecutd la investigacion denominada: “Efecto del
extracto hidroalcoholico de hojas y flores de Otholobium pubescens en la hipoglicemia
experimental en Rattus norvergicus var. Albinus™y el objetivo principal fue determinar
el efecto hipoglicemiante de la administracion oral del extracto hidroalcohdlico de las
hojas y flores de Otholobium pubescens (Poiret) Grimes. Realizaron la marcha
fitoquimica, el bioensayo de toxicidad en Artemia salina, la determinacién de la DL50
y finalmente el ensayo farmacoldgico. Para este ultimo, se indujo hipoglicemia
experimental en 40 ratas Sprague Dawley mediante la administracion de aloxano a 160
mg/kg de peso corporal. Posteriormente, se administré a los animales un extracto de
hojas y flores de Otholobium pubescens (Poiret) Grimes a una dosis de 500 mg/kg.
Como resultado, tras 33 dias con el extracto, se redujo los niveles de glucosa en sangre
de 390,2 + 8,59 mg/dL a 223,4 + 10,24 mg/dL.

2.1.3. Antecedentes Locales

Ventura®, en el 2025, realizo la investigacion titulada: “Actividad
antibacteriana de Otholobium pubescens «wallwa» frente a Staphylococcus aureus
ATCC 25923. Ayacucho, 2025” y tiene como objetivo comprobar la actividad
antibacteriana del extracto hidroalcohdlico y acuoso de las hojas y tallos de
Otholobium pubescens “wallwa” frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923. La
preparacion de los extractos acuosos y alcohdlicos colocaron 400 g de polvo seco en
etanol o agua como corresponda. Se preparo el medio de cultivo (Miller-Hinton), se
inocularon las placas y se evaluaron estas ultimas utilizando un calibre Vernier
automatico para medir el diametro de las zonas de inhibicion. La planta es la unidad de
analisis, el disefio de la investigacion es cuasi-experimental y las pruebas estadisticas
empleadas son el ANOVA vy la prueba t de Dunnet. Concluyendo que el extracto
hidroalcohdlico tiene actividad antibacteriana frente al Staphylococcus aureus, no

mostraron actividad antibacteriana en el extracto acuoso; también obtuvieron la
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Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracion Minima bacteriana
(CMB) frente Staphylococcus aureus ATCC25923 al de las hojas son 1,56 mg/mL y
3,12 mg/mL, y en los tallos 6,25 mg/mL y 12,5 mg/mL respectivamente.

Rivera?®, en el afo 2023, elabor6 el trabajo de investigacion: “Efecto
genotoxico del extracto hidroalcohdlico mixto de Cinchona spp., Eucalyptus globulus
y Zingiber officinale frente al ADN de Escherichia coli” y su objetivo principal es
determinar la genotoxicidad del extracto hidroalcohélico mixto de corteza de Cinchona
spp., hojas de Eucalyptus globulus y del rizoma Zingiber officinale frente al ADN
gendmico de Escherichia coli. La metodologia incluyo la identificacién fitoquimica y
la evaluacién de genotoxicidad in vitro mediante el método de “Tomasevich”. Para la
caracterizacion fitoquimica se aplicaron diversos ensayos (cloruro férrico, gelatina al 1
%, Shinoda, Mayer, Dragendorff, Wagner, Fehling, Benedict, ninhidrina, Liebermann—
Burchard, Kedde, Baljet y espuma). La prueba de genotoxicidad comprendié la
preparacion y cuantificacién del ADN gendmico, el ensayo del extracto hidroalcohdlico
mixto, la exposicion a radiacion UV, la visualizacion del dafio y la clasificacion del
efecto genotoxico segun el ensayo cometa, por otro lado, en el analisis estadistico se
realizd evaluacion de Kruskal-Wallis. Los resultados mostraron mayor presencia de
fenoles y azlcares reductores en el extracto, y un efecto genotdxico elevado,
evidenciado por mas del 95 % de fragmentacion de ADN a una concentracion de 100
mg/mL. Concluyendo que el extracto hidroalcohdlico mixto presentd un efecto
genotoxico in vitro frente al ADN genomico de Escherichia coli.

Cervantes®, en el afio 2023, realizo la investigacion: “Efecto genotoxico in
vitro del extracto hidroalcoh6lico de Ricinus communis “higuerilla” frente al ADN de
Escherichia coli. Ayacucho, 2023.”, utiliz6 la técnica “Tomasevich" es una
modificacion del "ensayo cometa” permitié demostrar el impacto genotoxico del
extracto sobre el ADN gendémico en condiciones de laboratorio. Las muestras se
incubaron entre 1 y 4 horas para favorecer la interaccion del extracto con el ADN y
luego se sometieron a electroforesis en gel de agarosa al 1 % con bromuro de etidio,
aplicando 40 V durante 180 minutos. Este proceso separo los fragmentos de ADN segun
su tamafio, los cuales se visualizaron bajo luz UV. Las bandas obtenidas se compararon
con el control y el blanco para determinar la presencia de fragmentacion y, por tanto,
el efecto genotdxico del extracto. La electroforesis en gel de agarosa se confirmo como
una herramienta eficaz y segura para analizar la integridad del ADN y detectar dafios

inducidos por agentes genotdxicos. Para concluir, que el extracto hidroalcohdlico de
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las semillas de Ricinus communis "higuerilla”, a distintas concentraciones, mostré un
efecto genotoxico. La concentracion que mostré mas porcentaje de fraccionamiento fue
la de 100 mg/mL, con mas del 95%, mientras que el extracto hidroalcoholico de hojas
tuvo un porcentaje mayor de fraccionamiento entre el 20 y el 40% a 100 mg/mL.

Rondinel?’, en el afio 2018, efectud la investigacion: “Efecto genotdxico in
vitro del extracto hidroalcoholico de Juglans neotropica Diels “nogal” frente a ADN
genémico humano y de Staphylococcus aureus. Ayacucho, 2018” y el objetivo
principal de este estudio es evaluar los efectos genotdxicos in vitro del extracto
hidroalcoholico de las hojas de Juglans neotropica Diels “nogal” sobre el
Staphylococcus aureus y el ADN gendmico humano. La genotoxicidad in vitro se
evalu6 mediante el método “Tomasevich” y un muestreo aleatorio basico. Tras el
analisis fitoquimico, el extracto se obtuvo mediante maceracion en una mezcla de etanol
y agua (3:1). Se utilizaron ADN gendémico humano y bacteriano como materiales de
ensayo en el experimento de genotoxicidad, que se llevé a cabo con dosis de 5, 10, 25,
50 y 100 mg/mL. Se utilizé bromuro de etidio al finalizar la electroforesis en gel de
agarosa para cuantificar el dafio genético. Se comprob6 que el extracto contenia
flavonoides, compuestos fendlicos, cardendlidos y alcaloides. La genotoxicidad mostro
una relacion dosis-respuesta lineal, con los mismos efectos en ambos tipos de ADN: se
fragmentd menos del 5 % del ADN a concentraciones de 5-10 mg/mL, entre el 5 % y
el 20 % a 25 mg/L, entre el 40 % y el 95 % a 50 mg/mL, y mas del 95 % a 100 mg/mL.
En conclusion, a dosis de 5 y 10 mg/mL, el extracto hidroalcohélico de las hojas de
Juglans neotropica Diels “nogal” produjo resultados idénticos tanto con el ADN
genémico humano como con el ADN de Staphylococcus aureus.

Quilla®, en el afio 2013, desarroll6 la investigacion: “Actividad antiespasmoédica
del extracto hidroalcoholico de las hojas de Otholobium pubescens (Poir.) J.W. Grimes
«wallwa»” y, en términos generales, determinar las propiedades antiespasmodicas del
extracto hidroalcohdlico de las hojas de Otholobium pubescens (Poir.) J.W. Grimes,
«wallwa». Utilizando un quirdgrafo automatizado Panlab Harvard y el método de
Magnus modificado en ileon aislado de rata, se afiadieron 0,5 ml de acetilcolina a una
concentracion de 2 x 10" M y se observo la muestra durante 20 minutos. A
continuacion, se afiadieron 0,5 ml de acetilcolina al bafio, que permanecio en contacto
con el ileon durante 5 minutos. Por Gltimo, se afiadieron 0,5 ml de atropina y extractos
hidroalcohodlicos al 15 %, al 20 %y al 30 % a los cinco grupos experimentales. Con la

atropina, las concentraciones maximas fueron de 2,14 mm; con el extracto al 15 %,
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fueron de 2,68 mm al 20 %y de 2,36 mm al 30 %. La atropina provocé una contraccion,
el extracto al 15 % provoco 17,8, el extracto al 20 % provocé 8,4 y el extracto al 30 %
provoco 4,2. En conclusién, la mayor eficacia antiespasmaodica la presenta un extracto
hidroalcohdlico al 30 % de hojas de O. pubescens.

2.2. Marco teorico

2.2.1. Otholobium pubescens “wallwa”
A. Clasificacion taxonoémica

Para la identificacion botanica se utilizo el sistema de clasificacion APG IV
2016 a cargo de la Blga. Laura Aucasime Medina (Anexo 1), de la Facultad de Ciencias
Bioldgicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga:
Orden: Fabales

Familia: Fabaceae

Geénero: Otholobium

Especie: Otholobium pubescens
Nombre Vulgar: “wallwa”, “culén”

B. Nombres Vernaculares

Otholobium pubescens, conocida también como “wallwa”, “culén”, “culé” o
“hierba de San Agustin”.?
C. Descripcion botanica

Arbusto erecto y muy ramificado que alcanza una altura de entre 1.5 y 3 metros;
posee tallos aéreos semilefiosos, de tonalidad blanquecina y cubiertos por una densa
pubescencia.” Sus hojas son compuestas y trifoliadas, con un aroma caracteristico, y
presentan foliolos de forma oblongo-lanceolada, de borde entero, que miden entre 5y
8 cm de largo por 1.5 a 2.5 cm de ancho, con pubescencia y tricomas largos en el nervio
del envés.” Las flores son diminutas, de color azul-lila, miden entre 10 y 12 mm de
largo y tienen una corola de cinco Iébulos en forma de mariposa (papilionada). Se
agrupan en racimos largos y axilares de entre 10 y 15 cm de largo, con pedinculos
densamente cubiertos de pelos.’ El fruto se describe como una legumbre seca, pequefia,
ovalada, acuminada e indehiscente, que encierra una sola semilla.’
D. Habitat y Distribucion

Esta planta se encuentra en Chile, Ecuador, Bolivia, Argentina y la zona andina
de Peru, donde crece tanto de forma silvestre como en cultivo.® Crece mejor a altitudes

comprendidas entre los 2.000 y los 3.800 metros sobre el nivel del mar, en valles y
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barrancos humedos de las estribaciones de los Andes, asi como en matorrales, bosques
nubosos y paramos.®
E. Composicion quimica

El Otholobium pubescens contiene: taninos, furocumarinas, terpenoides,
antraquinonas, saponinas y flavonoides.” Destaca un terpenoide presente en esta especie
al cual se le ha demostrado la propiedad hipoglicemiante este compuesto es
Bakuchiol.”8
F. Género Staphylococcus
a) Caracteristicas microbioldgicas

El género Staphylococcus son cocos Gram positivos de aproximadamente 0,5 a
1,0 um de diametro.?® Crecen en racimos, pares y, ocasionalmente, en cadenas cortas.
Los estafilococos se dividen en dos planos para formar agrupaciones.?® La disposicion
de los cocos ayuda a diferenciar entre los estreptococos, que suelen formarse en
cadenas, y los micrococos y los estafilococos. Dado que los estreptococos cultivados
en medios sélidos pueden aparecer como agregados, las observaciones deben realizarse
en cultivos en caldo; antes de determinar si se trata de agregados o de cadenas, deben
examinarse varios campos.?
b) Taxonomia

La taxonomia del Staphylococcus aureus es:?°

Dominio: Bacteria

Filo: Firmicutes

Clase: Bacilli

Orden: Baciliales

Familia: Staphylococcaceae
Género: Staphylococcus
Especie: Staphylococcus aureus

¢) Mecanismo de resistencia
Los mecanismos de resistencia a Betalactamicos del Staphylococcus aureus:*
e Produccién de la proteina fijadora de penicilina PBP2 A.
e Mutaciones en los genes PBP.
e Produccion de betalactamasa con espectro de sustrato reducido, resistencia a

glucopeptidos.
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e Operon VanA modificacion al sitio de union del antibidtico. Resistencia al
Linezolid.
e Modificacion del ARNr 23S del ribosoma bacteriano por la adenilil-N-
Metiltransferasa, resistencia a macrolidos, lincosamidas y estreptograminas.
e Metilacion del ribosoma por eritromicina, resistencia a aminoglucoésidos.
e Inactivacion de antibidtico por transferasas, resistencia a fluoroquinolonas.
e Mutaciones en los genes de Topoisomerasa Il y Topoisomerasa 1V, modificacion
del sitio de union del antibidtico.
e Eliminacion de la célula bacteriana por la bomba de flujo.
d) Tratamiento
Las infecciones adquiridas fuera del ambito hospitalario suelen tratarse con [-
lactdmicos resistentes a la penicilinasa. Las infecciones nosocomiales a menudo estan
causadas por cepas resistentes a los antibidticos y solo pueden tratarse con
vancomicina.?
e) Cepas ATCC
Son cepas de referencia liofilizadas que contienen una sola cepa de
microorganismo, con la finalidad de ser utilizadas solo para investigacion y son
comercializadas por el ATCC.
2.2.2. Toxicidad y genotoxicidad
A. Toxicidad

Es el grado en que un organismo puede sufrir dafios a causa de una sustancia
quimica. Puede referirse al efecto sobre un organismo completo, como un animal, una
bacteria o una planta, asi como al efecto sobre una parte del organismo, como una célula
(citotoxicidad) o un 6rgano, como el higado (hepatotoxicidad).3
B. Genotoxicidad

Es la capacidad de las sustancias quimicas para dafar la informacion genética
de una celula, lo que provoca mutaciones que pueden derivar en tumores malignos. Las
sustancias genotoxicas dafian el material genético celular mediante interacciones con la
secuencia y la estructura del ADN.*?

C. Mecanismo de genotoxicidad

Las sustancias genotdxicas pueden producir dafio en el ADN de distintas

maneras. Algunas interactlan directamente con la molécula formando aductos o
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enlaces cruzados, mientras que otras generan efectos indirectos, como estrés oxidativo
o0 alteraciones en los mecanismos celulares de reparacion. En cambio, las sustancias
genotoxicas “no reactivas al ADN” producen dafio al ADN a través de mecanismos
indirectos, por ejemplo, mediante la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS)
o interfiriendo con componentes celulares implicados en el mantenimiento de la
estabilidad gendmica, la integridad cromosémica o el funcionamiento del huso
mitotico.®
2.2.3. Acidos Nucleicos

Son macromoléculas formadas por nucle6tidos que intervienen en la capacidad
de la célula para almacenar material genético y producir proteinas. Dependiendo del
componente de azucar de la molécula, las células suelen contener &cido ribonucleico
(ARN) o acido desoxirribonucleico (ADN).3*
A. Estructura de los acidos nucleicos

Su estructura esta conformada por bases nitrogenadas, azucar pentosa y fosfato
inorganico.®
a) Azlcar pentosa

Un anillo de azlcar de cinco carbonos, este difiere en ADN y ARN. Se
encuentra la desoxirribosa y la ribosa respectivamente.®
b). Base nitrogenada

Son compuestos heterociclicos aromaticos planos que absorben la luz
ultravioleta. Se encuentran dos tipos diferentes, derivadas de la pirimidina y de la
purina.®
Bases Purinicas

Son las bases nitrogenadas de nueve carbonos formadas por doble anillo de
adenina y guanina.®
Bases Pirimidinicas

Son las bases nitrogenadas de seis carbonos por simple anillo de timina, uracilo
y citosina.>®
Acido fosforico

También conocido como acido orto fosférico, es un acido triprético que se
presenta como un liquido denso.®’
B. Importancia de los acidos nucleicos

Entre las maltiples funciones de los acidos nucleicos estan:*

e Almacenamiento de informacion genética.
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e Manual de instrucciones para la vida.

e Herenciay replicacion.

e Lasintesis de proteinas.

e Regulacion de expresion génica.

e Desarrollo y diferenciacion celular.

C. Acido desoxirribonucleico (DNA o ADN)

El ADN es una molécula fundamental en las células, ya que contiene la
informacion genética necesaria para su funcionamiento y reproduccion. EI genoma es
el conjunto completo de moléculas de ADN dentro del organismo; en los humanos, este
conjunto comprende el ADN presente en los 23 pares de cromosomas del ndcleo,
ademas del genoma mitocondrial, relativamente pequefio. Dado que cada progenitor
aporta un conjunto de cromosomas, los seres humanos tienen un genoma diploide. El
desarrollo normal y el mantenimiento de la vida dependen de un genoma diploide
completo y funcional 3638
D. Acido ribonucleico (RNA o ARN)

Otra clase importante de acidos nucleicos es el ARN, cuyas funciones en la
célula vienen determinadas por los distintos tipos de ARN. En teoria, el ARN es
comparable al ADN, ya que se trata de una cadena similar de monémeros. Sus
componentes basicos son los nucledtidos, que contienen una base nitrogenada, un
fosfato y un azocarbonato con cinco 4tomos de carbono. La base nitrogenada se
encuentra en el carbono 1 y el fosfato en el carbono 5’ de la ribosa. La adenina, la
guanina, la citosina y el uracilo son las cuatro bases nitrogenadas que se encuentran en
el ARN. EI ARN se descompone mas facilmente que el ADN, y las moléculas de ARN
no forman estructuras secundarias estables; mas adelante se examinaran varias
excepciones notables. 36339
E. Tipos de ARN
a) ARN mensajero (ARNm o RNAm)

Contiene la informacion genética necesaria para la sintesis de proteinas y se
transcribe a partir del ADN. EI ARNm de los procariotas puede sintetizar proteinas de
forma inmediata y no requiere ningun procesamiento. En los eucariotas, un ARN recién
transcrito se considera pre-ARNm y debe madurar para convertirse en ARNm.*

b) ARN de transferencia (ARNt 0 tRNA)
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Las moléculas de ARNt traducen el ARNm en proteinas. Tienen una estructura
en forma de trébol compuesta por un sitio receptor (3"), un fosfato terminal (5'), un
brazo D, un brazo Ty un brazo anticodén. Con la ayuda de la aminoacil-ARNt sintetasa,
la funcidn principal de un ARNTt es transportar aminoacidos desde su sitio de union 3'
hasta un complejo ribosémico.®
¢) ARN ribosémico o ribosomal (ARNr o RNAr)

Los ribosomas, que son esenciales para la sintesis de proteinas, estdn formados
por el ARNr. En un ribosoma hay dos subunidades ribosdmicas: una mayor y otra
menor. En los procariotas, un ribosoma 70S estd compuesto por una subunidad
ribosdmica pequefa (30S) y una subunidad ribosémica grande (50S). Las subunidades
40S y 60S forman un ribosoma 80S en los eucariotas.*

2.2.4. Cuantificacion y determinacion de pureza de ADN

Luego de la obtencion del material genético, es fundamental determinar el
rendimiento a través de la espectrofotometria. La ley de Beer-Lambert establece que la
concentracion de una molécula en solucidn se halla supeditada a la cantidad de luz que
las moléculas disueltas absorben. Una caracteristica Unica del ADN es que permite
calcular su concentracion a través de espectrofotometria, ya que absorbe la luz
ultravioleta (UV) a 260 nm.

Se mide la absorbancia a 260 y 280 nm para evaluar la pureza del ADN. Se
considera que el ADN puro tiene una relacién de 1,8; una relacion inferior sugiere la
presencia de proteinas. Otro parametro para confirmar la pureza de los acidos nucleicos
es la relacion 260/280. Se considera adecuado un valor comprendido entre 2,0y 2,2; un
valor inferior a este rango sugiere la presencia de contaminantes como el fenol o los
carbohidratos.*°
2.2.5. Extracto hidroalcohdlico

Se trata de un preparado que se obtiene mediante la maceracién o la percolacion
de materia vegetal en una mezcla de etanol y agua. Esta combinacion de disolventes
facilita la extraccion de muchos tipos de compuestos solubles tanto en agua como en
grasa (como los flavonoides y los alcaloides, entre otros). La presencia y la
concentracion de estos metabolitos dependen de su polaridad, asi como de la cantidad
de agua y alcohol utilizada en la solucion.**

2.2.6. Evaluacion genotoxica in vitro

El estudio de la genética toxicologica analiza los efectos de la exposicion a la
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radiacion y a sustancias quimicas que provocan mutaciones genéticas (como cambios
en uno o varios pares de bases, alteraciones estructurales o numéricas en los
cromosomas, como la aneuploidia y la poliploidia) o modificaciones en el ADN (como
la formacidn de aductos, el entrecruzamiento y la interaccion de bases, o la alquilacion).
Ademas, analiza los mecanismos de reparacion que permiten comprender mejor las
consecuencias de diversos agentes mutagénicos y los fendmenos relacionados con la
recombinacion mitética.*?

Debido a la falta de un procedimiento metodolégico especifico para la
evaluacion genotoxica, las plantas medicinales deben estar sujetas a la misma
normativa que rige los productos farmacéuticos. En primer lugar, la evaluacion
genotoxica de los extractos de plantas medicinales debe llevarse a cabo mediante
ensayos in vitro validados a nivel mundial que detecten el dafio causado por mutaciones
cromosdmicas y genéticas.*®

A nivel mundial, el objetivo principal de las principales vias o directrices para
la investigacion sobre genotoxicidad es demostrar qué tipo de organizacion del ADN
afecta la sustancia que se esta evaluando y en qué medida. Las mutaciones genéticas,
los cambios cromosdmicos y el dafio primario al ADN se encuentran entre los diversos
niveles de dafio genético que pueden clasificarse en este contexto. Los dos primeros
niveles estan representados por una amplia gama de ensayos de uso frecuente,
especialmente ensayos in vitro, que destacan por su excelente sensibilidad y precision.*?

Si los resultados in vitro son negativos, debe llevarse a cabo una segunda fase
de ensayos in vivo que aborden los mismos niveles de dafio genético que se examinaron
in vitro. Es necesario incorporar ensayos que midan el dafio primario en el ADN una
vez que se hayan evaluado los niveles cromosémicos y genéticos tanto in vitro como in
vivo. En funcidn de los resultados, se llevaran a cabo ensayos para medir otros cambios
y la carcinogenicidad. Es necesario utilizar protocolos estandarizados (validados
internacionalmente) en todos los analisis y niveles de dafio, que tengan en cuenta la
dosis recomendada, el tipo de exposicion y la via de administracion del medicamento.*?

Las aberraciones cromosémicas, el intercambio de croméatidas hermanas, los
micronucleos, la sintesis de ADN no programada y la electroforesis celular (ensayo del
cometa) se encuentran entre las pruebas in vitro que se utilizan con frecuencia en la
investigacion cientifica para identificar los efectos sobre el material genético en sus
primeras fases.!®

A. El ensayo cometa
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Es una técnica utilizada para evaluar rupturas en las hebras de ADN a nivel
celular. Su fundamento radica en que el ADN dafiado, al estar fragmentado, se desplaza
con mayor rapidez que el ADN integro durante la electroforesis en un gel de agarosa.
Las suspensiones de células individuales mezcladas con agarosa se aplican en capas
sobre portaobjetos y luego se someten a un proceso de lisis con detergentes y una
solucion concentrada de NaCl, lo que permite desintegrar las membranas celulares y
retirar las histonas. Después, las preparaciones se exponen a electroforesis. Cuando
existen roturas en el ADN, los fragmentos se desplazan hacia el &nodo, generando una
forma similar a la cola de un cometa una vez tefiidos con un colorante fluorescente y
observados mediante microscopia de fluorescencia.'®

El ensayo cometa puede realizarse en condiciones neutras o alcalinas, lo que
permite detectar diferentes tipos de dafio en el ADN. Mientras la modalidad alcalina
identifica una mayor variedad de lesiones, ambas técnicas pueden revelar alteraciones
similares en ciertas condiciones experimentales. Antes se consideraba que la
electroforesis neutra identificaba principalmente roturas de doble cadena, mientras que
la alcalina permitia observar una gama mas amplia de lesiones, como roturas de cadena
sencilla y sitios AP. No obstante, estudios recientes indican que ambos enfoques
detectan lesiones que se superponen en gran medida. Las roturas de ADN y los sitios
AP pueden generarse de forma natural por procesos fisioldgicos, como la hidrdlisis o
la accion de radicales libres, y también por la exposicién a agentes fisicos o quimicos
que provocan diversos tipos de dafio, incluyendo bases modificadas, enlaces cruzados
y rupturas directas de la cadena.'®4
B. El Método Tomasevich

El método “Tomasevich" es un tipo de "ensayo cometa”, que se usa para
comprobar la genotoxicidad. Miranda®®, en este estudio se ha llevado a cabo con el
objetivo de determinar los efectos genotoxicos que las plantas medicinales y/o los
productos fitoterapéuticos tienen sobre el ADN genético in vitro. Se sugiere que el
primer paso consiste en determinar qué partes de las plantas como hojas, flores, tallos,
frutos y/o semilla se utilizan para elaborar remedios caseros. Ademas, el extracto puede
ser acuoso, hidroalcohdlico o contener otro disolvente organico.

Prepara soluciones de extracto con concentraciones de 10 mg/mL, 25 mg/mL,
50 mg/mL y 100 mg/mL. A continuacion, prepare una solucién madre de 200 pL con
una concentracién de 1.500 ng/uL tras aislar el ADN genémico del organismo objeto

de estudio (humano, animal o microbiano) mediante extraccion organica o un Kit
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comercial, asegurandose de que el ADN esté intacto y no fragmentado.*®

El tubo n.° 8 se utiliza como “muestra en blanco” y contiene 14 uL de extracto
al 100 % més 6 pL de agua bidestilada; El tubo n.° 9 se utiliza como “control” y contiene
14 uL de ADN més 6 pL de agua bidestilada; y el tubo n.° 10 se utiliza como “prueba
de nucleasa” y contiene 14 pL de ADN maés 6 pL de extracto al 100 % y 6 pL de la
enzima proteinasa K.'° Durante una hora, o hasta cuatro horas si es necesario, se incuba
cada juego de tubos en un bafio de agua a 37 °C.!° Las muestras se someten a
electroforesis a 40 voltios durante tres horas en un gel de agarosa que contiene un 1 %
de bromuro de etidio junto con un marcador de peso molecular (1 kb); a continuacion,
se observan bajo luz ultravioleta y se fotografian.® El “blanco” se utiliza para confirmar
que no hay ADN contaminante en el extracto; estas imagenes muestran la actividad
genotoxica mediante la fragmentacion del ADN en las siete concentraciones analizadas;
dado que la proteinasa K destruiria las nucleasas durante el periodo de incubacion, se
utiliza el “blanco” para verificar que el efecto se debe a los metabolitos secundarios y
no a la actividad de las nucleasas.'® El “control” se utiliza para comparar la cantidad de
ADN sin tratar con la de los siete tubos que recibieron el tratamiento.®
C. Ensayo de micronucleos

Es una técnica que se basa en la formacién de cuerpos redondos que contienen
cromatina y son visibles en el citoplasma de la célula. Estos micronucleos con causado
por el dafio al ADN, pueden ser por procesos naturales como el metabolismo y
envejecimiento, o por ser inducido por factores como los fragmentos de cromosomas
céntricos, mala segregacion de cromosomas, rotura de cromosomas céntricos e
inestabilidad de minutos dobles.*®

Existen diferentes tipos de ensayos de microndcleos, como son el ensayo de
micronucleos con bloque de citocinesis, eritrocitos de mamiferos micronucleos,
microntcleos bucal o microndcleo en otros tipos de células.*®
El ensayo de micronucleos con bloqueo de citocinesis es uno de los métodos més
utilizados, ya que el micronucleo se hace visible Unicamente después de la division
celular. Para ello se emplea citocalasina B, un compuesto que inhibe la polimerizacion
de los filamentos de actina y evita la citocinesis; sin embargo, no interfiere con la
cariocinesis, lo que permite la formacion de células binucleadas en las que puede
observarse el micronucleo. No obstante, su uso no se recomienda cuando se trabaja con
linfocitos humanos, debido a que la duracion del ciclo celular puede variar entre

individuos, afectando la interpretacion del ensayo.*54¢
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2.2.7. Electroforesis en Gel

Es un ensayo utilizado para visualizar y separar &cidos nucleicos de diferente
tamario. La separacion del ADN se logra mediante la aplicacion de un campo eléctrico.
Un ADN, al tener carga negativa, se desplaza del catodo (—) al anodo (+) cuando se
aplica voltaje. La separacion de las moléculas en el campo eléctrico depende de su peso,
tamario y forma, asi como de la resistencia que oponen al desplazarse a través del gel.
La movilidad de una particula en este método aumenta con el incremento de su carga y
disminuye con el aumento de la fuerza de friccion. Los iones reciben su nombre segun
el polo hacia el que se desplazan durante la electroforesis. Los iones positivos (cationes)
fluyen hacia el catodo, donde se combinan con electrones para reducirse. Los iones
negativos (aniones) fluyen hacia el anodo, donde donan electrones, los cuales fluyen
desde la solucién hacia el circuito eléctrico.*”*8

La separacion se produce en diferentes tipos de geles. Estos geles contienen
poros que permiten el paso de las moléculas de ADN segun el tamafio del fragmento.
Los fragmentos méas grandes encuentran mayor obstruccion por parte de la matriz del
gel y, por lo tanto, tienden a desplazarse menos distancia a lo largo del gel. Los
fragmentos méas pequefios pueden maniobrar a través de los poros del gel con mayor
facilidad y, por consiguiente, tienden a desplazarse mas distancia. Una vez completada
la electroforesis, el gel se tifie con un colorante intercalante como el bromuro de etidio.
El bromuro de etidio se une a las bases del ADN y emite la fluorescencia bajo luz
violeta, lo que permite su visualizacion, el tamafio relativo de los fragmentos obtenidos
en el gel se determina comparando su posicion con el marcador molecular que se
utilice.*’
2.3. Marco conceptual
2.3.1. Acido desoxirribonucleico

Sus siglas en espafiol es ADN, el cual significa acido desoxirribonucleico.*®
2.3.2. Acido ribonucleico

Sus siglas en espafiol es ARN, el cual significa &cido ribonucleico.%
2.3.3. Coleccion Americana de Cultivos Tipo

Sus siglas en ingles es ATCC, es una entidad privada no lucrativa dedicada a la
adquisicion, preservacion, autenticacion y distribucion de diversos materiales

biol6gicos.*
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2.3.4. Efecto genotdxico

Es la capacidad de una sustancia para dafiar el material genético de una celula.®?
2.3.5. Extracto hidroalcohdlico

Es una solucion obtenida a partir de uno o varias partes de la planta en una
mezcla de alcohol y agua.®®
2.3.6. In vitro

Es una técnica experimental que ocurre no dentro del organismo vivo,
generalmente en un laboratorio.®*
2.3.7. Operon

Es una unidad de ADN que con tiene genes bajo el control de un solo promotor,
lo que permite que se transcriban juntos en un ARNm.*
2.3.8. Proteinas Fijadoras de Penicilina

Sus siglas en ingles es PBP, son enzimas bacterianas importantes para la sintesis
de la pared celular de bacterias.*
2.3.9. Topoisomerasa

Son proteinas monomeéricas, producto de un solo gen. Estas enzimas participan
en el corte del ADN estandar de doble cadena en una sola hebra.*®
2.3.10. Wallwa

Es una denominacion comin o vulgar del Otholobium pubescens.®

2.4. Marco Etico y Legal
Al ser un ensayo in vitro que se expone a los extractos de hojas y tallos, estan
exonerados a consentimiento informado. 2
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CAPITULO IIl. MATERIALES Y METODOS

3.1. Alcance de Investigacion

Alcance explicativo
3.2. Disefio de Investigacion

Experimental
3.3. Unidad de Analisis

Los extractos hidroalcohdlicos de las hojas y los tallos de Otholobium
pubescens “wallwa”.
A. Unidad experimental

ADN gendmico de Staphylococcus aureus a una concentracion de 1500 ng/uL.
3.4. Poblacion de Estudio

Otholobium pubescens “wallwa”, que crece en el anexo de Ccochachin del
distrito de Huamanguilla, Provincia de Huanta y region de Ayacucho.
3.5. Muestra

Muestreo por conveniencia de Otholobium pubescens “wallwa”, para la
obtencion directa de hojas y tallos de 100 g de cada uno, en la ciudad de Ayacucho.
3.6. Criterios de Seleccion
3.6.1. Criterios de Inclusién

Las plantas consideradas en este trabajo como completas de Otholobium
pubescens “wallwa”, al presentar hojas y tallos.

3.6.2. Criterios de Exclusion

Las plantas consideradas en este trabajo como incompletas de Otholobium
pubescens “wallwa”, al no presentar hojas ni tallos o no estén en condicién de ser
recolectadas.
3.7. Técnicas e Instrumentos de Recoleccion de datos

La tecnica es el ensayo de genotoxicidad in vitro, especificamente el método
“Tomasevich” es la prueba cometa modificado propuesto por Miranda. Los

instrumentos para la recoleccion de datos son la electroforesis y la radiacién UV.
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3.7.1. Lugar de ejecucion para la recoleccion de datos

La identificacion de los metabolitos secundarios de los extractos
hidroalcohdlicos de las hojas y los tallos de Otholobium pubescens “wallwa”, se realiz0
en el Laboratorio de Toxicologia de la Facultad de Ciencias de la Salud, los ensayos de
genotoxicidad se realizaron en el Centro de Investigacion en Biologia molecular y
Bioinformatica de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional de
San Cristobal de Huamanga.

3.7.2. Procedimiento para la recoleccion de datos
A. Obtencidn del extracto hidroalcohdlico de las hojas y tallos de Otholobium
pubescens “wallwa’.

Las muestras de las hojas y de los tallos se recolectaron a primeras horas del
dia, seleccionando hojas sanas y maduras colocando en las bolsas de polietileno limpias
para ser trasladadas al laboratorio de biologia molecular.

Se procedié a extender sobre papel Kraft en sombra hasta que se seque la muestra luego
por separado, las hojas y tallos fueron pulverizados, siguiente a esto la maceracion en
una solucién de agua: alcohol (1:3) poner en periodo de una semana conservada en la
oscuridad.

Posteriormente se filtrd, se evapord en solvente para obtener extracto y cuantificar su
peso.

B. Marcha fitoquimica del extracto hidroalcohdlico de las hojas y tallos de
Otholobium pubescens “wallwa’.

Los extractos hidroalcoholicos de las hojas y los tallos de Otholobium
pubescens “wallwa” se sometieron a un analisis fitoquimico cualitativo con el fin de
identificar la presencia de diversos metabolitos secundarios. El anlisis se basé en las
alteraciones estructurales que se producen en los metabolitos presentes, las cuales
pueden identificarse mediante fenémenos como la aparicion o desaparicion del color,
la formacion o disolucion de precipitados, o la liberacion de gas. Para llevar a cabo las
reacciones de identificacion se sigui6 el protocolo propuesto por Lock® y Miranda®®.
C. Cultivo de Staphylococcus aureus y extraccion de ADN cromosémico

Se siguid el siguiente procedimiento para reactivar y cultivar la cepa de
Staphylococcus aureus en caldo de tripticasa y soja y, posteriormente, en agar de
tripticasa y soja, con el fin de obtener una masa celular bacteriana y extraer el ADN

gendmico:
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1. Se transfirieron 100 mg de masa celular del cultivo joven de Staphylococcus aureus
a un tubo eppendorf de 2 mL usando un asa de kolle. Después se afiadio 400 pL de
buffer TE 1X al mismo tubo y luego se inactivaron las bacterias a una temperatura de
85° C durante 25 minutos.

2. Se incorporaron 60 L de lisozima (10 mg/mL) y se incubd a 37° C durante dos horas
en bafio maria.

3. Después, se incorporé SDS/proteinasa K (75 pL de SDS al 10% més 5 pL de PK a
10 mg/mL) y se incub6 durante 15 minutos a una temperatura de 65° C.

4. Se incubd a 65° C durante quince minutos después de afiadir 100 uL de NaCI5 My
cinco uL de CTAB (N-cetil-N,N,N-trimetilboromuro de amonio).

5. Se incorporé 750 pL de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1), se homogeneiz6
mediante un agitado suave con la mano durante cinco minutos y luego se centrifugé a
14000 rpm por 15 minutos.

6. Después de que se formen dos capas en el tubo eppendorf, el sobrenadante se
transfirio con cuidado a un tubo eppendorf distinto.

7. Después se afiadio isopropanol helado al 100% en una cantidad de 600 uL, y luego
se incubo la mezcla a -20°C durante toda la noche.

8. Se centrifugd a 14000 revoluciones por minuto durante un cuarto de hora y el
sobrenadante se elimind.

9.Se afiadid 1 mL de etanol al 70% y se centrifugd durante diez minutos a una velocidad
de 14000 rpm.

10. El sedimento fue rehidratado con 50 pL de agua bidestilada estéril y se desecho el
sobrenadante.

11. Se afiadi6 1 pL de ARNasa, con una concentracion de 20, mg/pL, y se mantuvo a
37°C, durante una hora.

12. Después, se almacend a -20 °C hasta que se analiz6 més adelante.

D. Ensayos de genotoxicidad in vitro

Se aplico el método “Tomasevich” (ensayos cometa modificado) propuesto por
Miranda®®.

En este ensayo no se emplea el control positivo con un compuesto que tenga el
orden de fragmentacion del ADN debido a la imposibilidad de obtener enzimas
DNAsas por su alto costo; no obstante, se utilizo el “control negativo” con el tubo de
ADN al que no se le aplica ningun tratamiento en el extracto. De igual manera, el

marcador de tamafio molecular que se va a sembrar en el control N°1 puede
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considerarse como un “control positivo"” ya que no presentara variaciones con distintos
tamafos moleculares, resultado de cortes en las secuencias conocidas como "target™ del
ADN, a nivel del enlace fosfoéster que mantiene unidos los nucledtidos continuos, y
sigue las fases siguientes:

a) Fase de cuantificacion y preparacion de stock de ADN gendmico obtenido para el
ensayo

Se utiliz6 un espectrofotdmetro Eppendorf BioPhotometer Plus UV para medir
el ADN gendmico aislado de Staphylococcus aureus. A continuacion, se preparé una
solucion madre con una concentracion de 1500 ng/pL y un volumen final de 150 pL.%
b) Fase de ensayos de genotoxicidad in vitro del extracto hidroalcoholico de las hojas
y tallos de Otholobium pubescens “wallwa”, sobre el ADN genomico del organismo
en estudio.

Se elaboro las soluciones del extracto hidroalcohdlico de Otholobium pubescens
"wallwa" a las concentraciones de 10, 25, 50 y 100 mg/mL, haciendo uso de agua
bidestilada estéril.

Del mismo modo, se utilizé un tubo que contenia 14 uL de ADN con 6 pL de
extracto hidroalcoholico (ya fuera de hojas o de tallos) y 6 uL de proteinasa K como
“residuo de nucleasa”, extracto al 100 % (es decir, sin diluir) como “blanco” y 14 pL
de ADN mas 6 pL de agua estéril como “control”.

Para el ensayo de genotoxicidad in vitro se prepararon ademas los siguientes

datos:
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Tabla 1
Preparacion de las mezclas para ensayo de genotoxicidad in vitro del extracto
hidroalcohdlico de las hojas y tallos de Otholobium pubescens “wallwa”, frente al

ADN de Staphylococcus aureus.

Condiciones Mezclas para ensayo de genotoxicidad in vitro

5 6 7
Blanco Control PK

N° de tubo 1 2 3 4

Stock de ADN (1500
ng/uL) 14 14 14 14 14 14
Volumen en pL

mg/mL 10 25 50 100 100 100
Extracto

uL 0.6 2.5 3 6 20 6
Proteinasa K 6
Agua bidestilada estéril 5.4 4.5 3 6
Volumen total (uL) 20 20 20 20 20 20 26

Se realiz cuatro repeticiones de los ensayos de genotoxicidad in vitro, de la planta
medicinal en estudio.
c) Fase de electroforesis para la deteccion de genotoxicidad

Se preparé el gel de agarosa a una concentracién del 1% y se ubicé en una
camara de electroforesis Biometra. Se emple6 las siguientes cantidades para el
volumen de carga en gel de agarosa:

Para la electroforesis, se mezclaron un microlitro del marcador de migracion de
bandas (carga), cuatro microlitros de la solucion del ensayo de genotoxicidad in vitro y
dos microlitros de agua doblemente destilada estéril. El pocillo correspondiente del gel
de agarosa se llen6 con un volumen total de 7 pL.

Durante cinco horas, la cAmara de electroforesis estuvo conectada a la fuente de
alimentacion y ajustada a 30 voltios (V).>*

d) Fase de radiacién UV para la visualizacién de genotoxicidad

Una vez finalizada la electroforesis en gel de agarosa, este se sumergio en una
solucion de bromuro de etidio al 1 % durante unos 10 minutos. Tras dos lavados con
agua corriente, el gel se expuso a la luz ultravioleta en el sistema Biometra UV Solo TS

para observar las bandas y/o fragmentos de ADN provocados por la genotoxicidad.*?
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Ademas, se tomaron fotografias en todos los escenarios utilizando un
transiluminador UV Ultra Lum y una camara digital Canon de 12,1 megapixeles con
zoom de 20x y calidad Full HD para visualizar las bandas de ADN a diferentes
concentraciones. #2

No se usé ningun software; en su lugar, fue cuantificado visualmente en
términos de la fluorescencia del bromuro de etidio que emiten las bandas del ADN
tratado y la fluorescencia de la banda del ADN "control", que no ha sido sometido a
tratamiento alguno.

e) Fase de interpretacion y clasificacion del registro visual de genotoxicidad

Se establecid una escala de valores numéricos relacionados con las etapas de
fragmentacion del ADN derivadas de la genotoxicidad, basada en la clasificacion del
«ensayo del cometa» establecida por Speit (1995) y Collins (2004), tal y como se
describe en la tesis de Marisol Larrea Poma; estas etapas se observaron en el registro
fotogréfico.>
Tabla 2

Clasificacion de los niveles de fragmentacion del ADN por registro visual.

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

Fuente: Larrea Poma M., 2007
3.8. Analisis de datos

Para ilustrar mejor los resultados, los datos se agregaron y se presentaron en
tablas, acompafiados de iméagenes y figuras. Se utiliz6 el programa de anélisis
estadistico SPSS para evaluar el dafio genotoxico; el porcentaje de fragmentacion en
méas de dos muestras independientes se determind mediante la prueba de Kruskal-
Wallis. Segun Hernandez, se consideré estadisticamente significativo un valor p

inferior a 0,05.%2
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CAPITULO IV. RESULTADOS
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Tabla 3

Tamizaje fitoquimico del extracto hidroalcohdlico de las hojas y tallos de Otholobium

pubescens "wallwa". Ayacucho, 2026.

Metabolitos

Extracto hidroalcohélico

secundarios Ensayo Observaciones
Hojas Tallos
Dragendorff + + Opalescencia
Hager + + Coloracion amarilla
Alcaloides Coloracion marron
Wagner + + .
rojizo
Mayer + + Opalescencia
- Coloracién verde
Fenoles Cloruro férrico +++ +++ .
intenso
Taninos Gelatina + + Opalescencia
: : Coloracion
Flavonoides Shinoda ++ + .
carmelita
Aminoécidos Ninhidrina + + Coloracién purpura
: Coloracién verde
Benedict + +
Azucares 0scuro
reductores . Coloracién rojo
Felhing + + !
leve
. Hidroxamato .
Coumarinas o - - Ausencia
férrico
Glicosidos L .
. . Kedde + + Coloracion naranja
cardiotonicos
Libermann- Coloracién verde
Terpenos ++ ++
Burchand oscuro
Quinonas Borntrager ++ ++ Coloracién roja
Saponina Espuma - - No hay cambio

Nota. (-): ausencia; (+): leve; (++): moderado; (+++): abundante
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Figura 1. Ensayos de genotoxicidad in vitro del extracto hidroalcoholico de las hojas
de Otholobium pubescens “wallwa” frente al ADN de Staphylococcus aureus.
Leyenda:

Carril N° 1: Marcador de tamafio molecular 1kb (Thermo scientific)

Carril N° 2: extracto hidroalcohélico de hojas (10 mg/mL)

Carril N° 3: extracto hidroalcohélico de hojas (25 mg/mL)

Carril N° 4: extracto hidroalcohélico de hojas (50 mg/mL)

Carril N° 5: extracto hidroalcohdlico de hojas (100 mg/mL)

Carril N° 6: extracto hidroalcoholico puro de hojas (blanco)

Carril N° 7: extracto (100 mg/mL) + proteinasa K

Carril N° 8: Vacio el carril

Carril N°9: ADN puro (control)

Volumen de carga: Muestra (4 pL) + loading (1 pL) + agua estéril (2 puL) =7 pL.
Condiciones del sistema de electroforesis: 40 V, 180 min

Coloracién del ADN: bromuro de etidio (1%), 15 min
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Tabla 4

Grado de fragmentacion de ADN de Staphylococcus aureus frente al extracto
hidroalcoholico de hojas de Otholobium pubescens (Poir.) J.W. Grimes “culén”
“wallwa” en el ensayo de genotoxicidad in vitro, a concentraciones de 10, 25, 50 y 100

mg/mL e incubado a 37 °C durante una hora.

Condiciones de la Otholobium pubescens (Poir.) J.W. Grimes
incubacion Extracto hidroalcohélico de las hojas
Temperatura Tiempo Concentracion en mg/mL

°C Hora 10 25 50 100

1 2 3 3

1 2 3 3

37 1
1 2 3 3
1 2 3 3

Nota. 0: menos del 5%, 1: entre 5% al 20%, 2: entre 20% al 40%, 3: entre 40% al
95%, 4: mayor al 95%. Durante una hora a 37°C.
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Figura 2. Ensayo de Kruskal-Wallis para la genotoxicidad in vitro del extracto
hidroalcohdlico de hojas de Otholobium pubescens “wallwa”, a concentraciones de 10,
25, 50 y 100 mg/mL, frente al ADN Staphylococcus aureus, incubado a 37°C durante
una hora. CIBMB UNSCH. Ayacucho 2026. Prueba de Kruskal-Wallis (H = 15, GL=
3, p=0.002).
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Figura 3. Ensayos de genotoxicidad in vitro del extracto hidroalcohélico de los tallos
de Otholobium pubescens “wallwa” frente al ADN de Staphylococcus aureus.
Leyenda:

Carril N° 1: Marcador de tamafio molecular 1kb (Thermo scientific)

Carril N° 2: extracto hidroalcohdlico de tallos (10 mg/mL)

Carril N° 3: extracto hidroalcohdlico de tallos (25 mg/mL)

Carril N° 4: extracto hidroalcohélico de tallos (50 mg/mL)

Carril N° 5: extracto hidroalcohdlico de tallos (100 mg/mL)

Carril N° 6: extracto hidroalcoholico puro de tallos (100 mg/mL)

Carril N° 7: extracto hidroalcohélico de tallos (100 mg/mL) + proteinasa K
Carril N° 8: Vacio el carril

Carril N°9: ADN puro (control)

Volumen de carga: Muestra (4 pL) + loading (1 pL) + agua estéril (2 uL) = 7 pL.
Condiciones del sistema de electroforesis: 40 V, 180 min

Coloracién del ADN: bromuro de etidio (1%), 15 min
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Tablab

Grado de fragmentacion de ADN de Staphylococcus aureus frente al extracto
hidroalcoholico de tallos de Otholobium pubescens (Poir.) JW. Grimes “culén”
“wallwa” en el ensayo de genotoxicidad in vitro, a concentraciones de 10, 25, 50 y 100

mg/mL e incubado a 37 °C durante una hora.

Condiciones de la Otholobium pubescens (Poir.) J.W. Grimes
incubacion Extracto hidroalcohélico de los tallos
Temperatura Tiempo Concentracion en mg/mL

°C Hora 10 25 50 100

2 3 4 4

2 3 4 4

37 1
2 3 4 4
2 3 4 4

Nota. 0: menos del 5%, 1: entre 5% al 20%, 2: entre 20% al 40%, 3: entre 40% al
95%, 4: mayor al 95%. Durante una hora a 37°C.
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Figura 4. Ensayo de Kruskal-Wallis para genotoxicidad in vitro del extracto
hidroalcoholico de tallos de Otholobium pubescens “wallwa”, a concentraciones de 10,
25, 50 y 100 mg/mL, frente al ADN de Staphylococcus aureus, incubado a 37 °C
durante una hora. CIBMB UNSCH. Ayacucho 2026. Prueba de Kruskal-Wallis (H =
15, GL= 3, p= 0.002).
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CAPITULO V. DISCUSION

Los metabolitos secundarios que se encuentran en las plantas medicinales son
el fundamento de la medicina tradicional andina y amazonica, un patrimonio que
actualmente sustenta desarrollos en la medicina moderna. Estos compuestos han sido
utilizados durante siglos por comunidades indigenas para tratar enfermedades, y su
relevancia perdura porque sirven de precursores para la sintesis de farmacos efectivos.
Sin embargo, aunque estos metabolitos poseen propiedades terapéuticas, su consumo
desmedido representa un riesgo sanitario. La complejidad fitoquimica de estas plantas
implica que un mismo extracto pueda contener multiples sustancias con efectos
divergentes: algunas beneficiosas y otras potencialmente tdxicas. Por tanto, la
evaluacion genotoxica y toxicoldgica es indispensable para distinguir estos metabolitos,
garantizando asi el uso seguro de estos recursos naturales. Otholobium pubescens
“wallwa”, utilizada en la regién de Ayacucho para tratar infecciones, procesos
inflamatorios y trastornos gastrointestinales, presenta un potencial genotdxico ain no
determinado. Por tanto, el presente trabajo busca identificar los metabolitos secundarios
responsables de los efectos genotdxicos.

Se realizaron las marchas fitoquimicas de los extractos hidroalcohdlicos de
hojas y tallos de Otholobium pubescens “wallwa”, tal como se muestra en la tabla 3,
se evidencio que tanto las hojas como los tallos comparten una abundancia notable de
fenoles, una presencia moderada de terpenos y quinonas, ademas de una leve cantidad
de alcaloides, taninos, aminoacidos, azucares reductores y glicdsidos cardiotonicos,
mientras que las saponinas y coumarinas estuvieron ausentes en ambos casos,
finalmente, la diferencia entre ambos extractos radica en el contenido de flavonoides,
observandose moderada cantidad de flavonoides en las hojas, mientras que los tallos
evidencian leve presencia de los mismos. Sin embargo, reportes de la misma especie
muestran discrepancia: Quilla® evidencié en las hojas abundancia de alcaloides,
flavonoides, terpenos, cumarinas, aminoacidos y catequinas, con moderada presencia
de taninos, mientras que Solgorré®, trabajo con las hojas y no obtuvo resultados

positivos en alcaloides, pero si reportd leve presencia de taninos, terpenos, saponinas,

39



flavonoides y azcares reductores, por su parte Alvarado® encontr6 lactonas
sesquiterpenicas, taninos y alcaloides en las hojas y los tallos, en caso de Caro’
demostré mediante cromatografia de capa fina que la hoja presenta taninos, flavonoides
y antraquinonas. En especies relacionadas se observan perfiles distintos, Otholobium
mexicanum presentado por Diaz® reportd en las hojas resultados negativos en
alcaloides y triterpenoides, abundante en saponinas y azUcares reductores, y leve
presencia de naftoquinonas, antraquinonas antronas, flavonoides y taninos. En el caso
de la especie Psoralea glandulosa (conocido como el Otholobium glandulosum)
estudiado por Cordova & Quispe® reportaron en las hojas cantidades leves de terpenos
y saponinas, minima presencia de flavonoides, alcaloides, carbohidratos y cumarinas,
y ausencia de quinonas, fenoles, leucoantocianidinas y antraquinonas.

La evaluacion del efecto genotoxico en productos naturales puede abordarse
mediante distintos métodos experimentales. Entre las pruebas in vitro identificadas por
Bardoloi & Soren®, se incluyen el ensayo cometa, prueba de microntcleos (MN),
prueba Ames (BRM), aberracién cromosomica (ChA), prueba de Allium cepa (ACTA),
ensayo Vitotox (VA), ensayo western (WA), linfoma de raton tk e induccion lisogénica
(LI). El presente estudio utilizé el método “Tomasevich”, desarrollado por Miranda'®
como una variante del ensayo cometa representa una herramienta de utilidad en
contexto de investigacion con recursos limitados. Este método consiste en el empleo de
electroforesis en gel de agarosa, visualizando en el gel de agarosa de manera directa
la fragmentacion del ADN, proporcionando datos cualitativos y cuantitativos de forma
rapiday confiable. Para evaluar el dafio genotoxico in vitro, el ADN de Staphylococcus
aureus fue expuesto a concentraciones de 10, 25, 50 y 100 mg/mL del extracto
hidroalcohdlico e incubado a 37 °C. Posteriormente, la fragmentacion del ADN
bacteriano fue determinado mediante electroforesis en gel de agarosa tefiido con
bromuro de etidio al 1% durante 15 minutos, y visualizado bajo radiacion ultravioleta
utilizando el sistema de registro de imagenes Biometra UVsolo TS. La interpretacion
de los resultados se baso en el anélisis de la integridad del ADN que es directamente
proporcional a la intensidad de fluorescencia observada en cada carril. La distribucion
de los carriles fue la siguiente: el carril 1 correspondié al marcador de tamafio
molecular GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific); los carriles 2, 3,4y 5
contuvieron el extracto a concentraciones de 10, 25, 50 y 100 mg/mL, respectivamente,
cada uno en combinacion con ADN bacteriano; el carril 6 se destind al blanco,

conformado por el extracto puro a 100 mg/mL sin ADN; el carril 7 incluyo6 el extracto
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a 100 mg/mL con ADN vy proteinasa K; el carril 8 se dejé vacio; y el carril 9
correspondio al control, constituido por ADN puro sin extracto. El volumen de siembra
fue de 7 pL por carril, preparado con 4 pL de muestra, 1 uL de loading y 2 yL de agua
estéril. Las condiciones de electroforesis se establecieron a 40 V durante 180 minutos.
La clasificacion de los porcentajes de fragmentacion del ADN genomico se realizo
mediante analisis visual por comparacion de la intensidad de fluorescencia del control
y los tratamientos

Los resultados de la evaluacion de la actividad genotdxica in vitro del extracto
hidroalcoholico de hojas y tallos de Otholobium pubescens “wallwa” evidencian que
ambos extractos provocan fragmentacion del ADN bacteriano, siendo este proceso
dependiente de la concentracion del extracto enfrentado con el ADN de Staphylococcus
aureus. Como se aprecia en las figuras 1y 3, la fragmentacion del ADN genoémico es
visualizada en el gel de agarosa por la disminucién de la intensidad de la fluorescencia
de las bandas de ADN que fueron tratadas con los extractos en comparacion con el
control.

Los grados de fragmentacion obtenidos de las tablas 4 y 5 evidencian una
relacion dosis-respuesta en ambos extractos: a medida que aumenta la concentracion,
se incrementa progresivamente el grado de fragmentacion del ADN tratado. A una
concentracion de 10 mg/mL, el extracto de hojas indujo una fragmentacion de entre 5%
y 20% del ADN tratado (Tabla 4), mientras que el de tallos produjo una fragmentacion
mayor, comprendida entre 20% y 40% (Tabla 5). A 25 mg/mL, la fragmentacion
ocasionada por el extracto de hojas oscil6 entre 20% y 40% (Tabla 4), en tanto que el
extracto de tallos alcanzo rangos de entre 40% y 95% (Tabla 5); a concentraciones de
50 mg/mL y 100 mg/mL, el extracto de hojas indujo una fragmentacion de entre 40%
y 95% (Tabla 4), mientras que el extracto de tallos super6 el 95% del ADN expuesto
(Tabla 5), evidenciando un dafio casi total del material genético; asi mismo, el ADN
tratado con 100 mg/mL de extracto mas proteinasa K arrojo resultados comparables a
los obtenidos con las concentraciones de 50 mg/mL y 100 mg/mL en ambos extractos
(las figuras 1y 3). Este hallazgo confirma que la fragmentacion del ADN es atribuible
a los metabolitos secundarios presentes en el extracto y no a posibles enzimas nucleasas
contaminantes, ya que la proteinasa K las habria descompuesto.

No existen estudios previos de la actividad genotoxica in vitro del extracto
hidroalcohdlico de hojas y tallos de Otholobium pubescens “wallwa”. En este contexto,

los antecedentes de investigacion que emplearon el método “Tomasevich” en otras
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especies vegetales respaldan y contextualizan los resultados reportados: en el estudio
de Rondinel?’, quien investigo el extracto hidroalcohdlico de Juglans neotropica Diels
“nogal” frente a ADN gendémico humano y de Staphylococcus aureus, donde report6
que a una concentracion 100 mg/mL la fragmentacion es mayor a 95% del ADN
gendémico humano y del Staphylococcus aureus; por su parte Cervantes?, trabajo con
el extracto hidroalcohdlico de Ricinus communis “higuerilla” frente al ADN de
Escherichia coli, reportd que a 100 mg/mL la fragmentacion del ADN es mayor al 95%
del ADN tratado; mientras que Rivera®®, evalud el extracto hidroalcohdlico mixto de
Cinchona spp., Eucalyptus globulus y Zingiber officinale frente al ADN de Escherichia
coli, donde evidencio que a 100 mg/mL se obtuvo una mayor grado de fragmentacion.
En todos estos trabajos, al igual que en el presente estudio, el grado de fragmentacion
del ADN resultd directamente proporcional a la concentracion del extracto evaluado;
sin embargo, en el caso de Otholobium pubescens, dicho efecto fue particularmente
pronunciado a las concentraciones de 50 mg/mL y 100 mg/mL, tanto en el extracto de
hojas como en el de tallos. Las especies mencionadas, empleadas popularmente en la
region de Ayacucho para atender diversas afecciones de salud, por lo que el uso
prolongado e indiscriminado de estas plantas representa un potencial riesgo toxico y
genotoxico que no debe subestimarse.

Los grados de fragmentacion consignados en la tabla 4 y la tabla 5, fueron
analizados con la prueba de kruskal — wallis, confrontando el grado de fragmentacion
ADN de Staphylococcus aureus (%) frente a las concentraciones de los extractos
hidroalcohdlicos de hojas y tallos de Otholobium pubescens “wallwa” (mg/mL), cuyos
resultados se presentaron en la figura 2 y la figura 4 respectivamente. El porcentaje de
fragmentacion del ADN de Staphylococcus aureus constituye el indicador del grado de
genotoxicidad del extracto. Para evaluar el efecto genotdxico de la concentracion del
extracto, se plante6 como hipétesis nula (Ho) que las medianas del porcentaje de
fragmentacion correspondientes a las distintas concentraciones del extracto son iguales,
y como hipdtesis alterna (Hi) que al menos una de esas medianas es difiere
significativamente de las demas. Los resultados obtenidos indican que, para GL =3y
H = 15, el valor de p = 0.002. Dado que este valor es inferior al nivel de significancia
establecido (o =0,05), se rechaza la Ho y se acepta la Hi. Este hallazgo permite concluir
que el grado de fragmentacion del ADN de Staphylococcus aureus es estadisticamente
dependiente de las concentraciones de los extractos hidroalcohdlicos, tanto de hojas

como de tallos de Otholobium pubescens “wallwa”.
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En lo que respecta al efecto genotdxico de las hojas de especies del género
Otholobium, el trabajo cientifico disponible no reporta evidencia directa; sin embargo,
los datos de toxicidad existentes permiten contextualizar el riesgo bioldgico asociado a
sus extractos, siendo los parametros méas reportados la Concentracion Letal Media
(CL50), la concentraciébn minima inhibitoria (CMI) y la concentracion minima
bactericida (CMB). En cuanto a la CL50, Bussmann et al®* obtuvieron un valor de 271
pg/mL para el extracto etandlico de Otholobium glandulosum, resultado que se ubica
dentro del rango de toxicidad moderada, donde se clasifica como toxicas a las
sustancias cuya CL50 es inferior a 1000 pg/mL; sin embargo, este valor contrasta con
el reportado por Espinoza & Heredia?, quienes, trabajando con Otholobium mexicanum
bajo el modelo de Danio rerio, obtuvieron una CL50 de 5,0282 pug/mL, cifra que refleja
una toxicidad considerablemente mayor y que podria estar relacionada con diferencias
en el perfil fitoquimico entre ambas especies o con la sensibilidad propia del modelo
vertebrado empleado. En una linea distinta, Solgorré®, determind que la dosis letal
media de Otholobium pubescens en Artemia salina se presenta a concentraciones
superiores a 750 mg/kg de peso corporal, lo que ubica a esta especie en un perfil de baja
toxicidad aguda bajo ese modelo. Respecto a la actividad antimicrobiana, Ramirez &
Prieto? reportaron una CMI de 0,1 pg/mL para Otholobium mexicanum, valor que
denota una marcada potencia inhibitoria; no obstante, Cuesta & Mogrovejo?,
trabajando con el extracto metandlico de la misma especie, obtuvieron una CMI de 16
pg/mL, discrepancia que probablemente responda a factores metodoldgicos como el
tipo de solvente utilizado, la cepa microbiana evaluado el protocolo de extraccién
aplicado. Para Otholobium pubescens, Ventura* determin6 valores de CMI'y CMB en
hojas de 1,56 mg/mL y 3,12 mg/mL, respectivamente, lo que refleja una actividad
antimicrobiana de magnitud intermedia. Los resultados constituyen el primer reporte
de genotoxicidad documentado para las hojas de Otholobium pubescens, evidenciado
que a concentraciones de 50 mg/mL y 100 mg/mL; este resultado es relevante porque
dichas concentraciones supera los valores de CMI y CMB descritos anteriormente lo
que indica que el efecto genotdxico ocurre a niveles muy por encima de los requeridos
para la accién antimicrobiana, situacion que debe considerarse al momento de evaluar
la seguridad de su uso con fines terapeuticos y que abre la necesidad de investigaciones
futuras orientadas a dilucidar los mecanismos.

En lo que concierne a los tallos de Otholobium pubescens, los trabajos

cientificos son escasos, dado que la mayoria de investigaciones sobre este género han
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centrado su atencion en las hojas como érgano de estudio preferente. Ventura?, es la
Unica referencia disponible que reporta datos farmacoldgicos para tallos de Otholobium
pubescens, determinando valores de concentraciébn minima inhibitoria (CMI) y
concentracion minima bactericida (CMB) de 6.25 mg/mL y 125 mg/mL,
respectivamente. Estos parametros, empleados convencionalmente para caracterizar la
eficacia de agentes antimicrobianos, revelan una diferencia farmacoldgica sustancial
respecto a las hojas de la misma especie. El extracto de tallos requiere concentraciones
superiores para ejercer actividad antimicrobiana, lo que sugiere una menor cantidad de
metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana en este 6rgano. Alvarado®,
reportd la capacidad de captacion de radicales libres del 92.57% a una concentracion
de 100 pg/mL, lo que posiciona a Otholobium pubescens como una fuente promisoria
de agentes antioxidantes de origen natural. Por otra parte, la evaluacién de la actividad
citotoxica demostro que el extracto presenta efectos citostaticos contra huevos fértiles
de erizo de mar a una concentracion de 333 pg/mL, sugiriendo la presencia de
compuestos bioactivos con capacidad para interferir con procesos celulares criticos.
Los resultados de genotoxicidad revelaron que los efectos genotoxicos en los tallos se
manifestaron a concentraciones de 50 mg/mL y 100 mg/mL, valores que superan
ampliamente tanto la CMI como la CMB reportadas. Este hallazgo es crucial, ya que
establece un margen considerable entre la concentracion activa desde el punto de vista
antimicrobiano y aquella a la que se evidencia dafio genético.

El extracto hidroalcohélico de tallos de Otholobium pubescens mostré6 mayor
potencial genotoxico comparado con el extracto de hojas. A concentraciones de 50 y
100 mg/mL, el extracto de tallos evidencié fragmentacion de ADN superior al 95%
(Tabla 5), mientras que el extracto de hojas alcanz6 fragmentacion entre 40% y 95%
(Tabla 4). Ventura?, aunque los datos in vitro revelaron una diferencia notable en los
valores de CMI y CMB, sugiriendo que las hojas podrian ejercer mayor efecto
antibacteriano que los tallos contra Staphylococcus aureus, a nivel molecular se
observo que los tallos demostraron superior genotoxicidad sobre el ADN bacteriano.
Esta discrepancia entre la actividad antibacteriana y la genotoxicidad indica que ambos
extractos actian mediante mecanismos distintos, siendo los tallos méas efectivos en la
induccidn de dafio genico mientras que las hojas presentan mayor capacidad inhibitoria
del crecimiento bacteriano.

Hasta la fecha, ningun estudio ha identificado un metabolito especifico ni un

mecanismo molecular concreto al cual pueda atribuirse el efecto genotéxico observado
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en hojas y tallos de Otholobium pubescens; no obstante, la marcha fitoquimica realizada
en el presente estudio, al evidenciar la presencia de terpenos y alcaloides en ambos
organos vegetales, ofrece una aproximacion razonable para orientar esta discusion. En
el caso de los terpenos, Giines et al*' demostraron que el carvacrol, un terpeno
modificado, ejerce efectos genotoxicos mediados por la generacion de especies
reactivas de oxigeno, mecanismo que podria estar operando de manera similar con los
terpenos identificados en esta especie; ademas, Gallucci et al'? reportaron que tanto el
timol como el carvacrol poseen actividad bactericida, lo que guarda coherencia con los
valores de CMI y CMB obtenidos en el presente trabajo y refuerza la hipotesis de que
este grupo de metabolitos participa activamente en las propiedades bioldgicas descritas.
Por otro lado, en lo que respecta a los alcaloides, Zhou et al** documentaron que la
isoconkuressina y la N-formilconessimina exhiben actividad antibacteriana frente a
cepas de Staphylococcus aureus sensibles y resistentes a meticilina, mientras que Chen
et al'® advirtieron que los alcaloides de tipo pirrolizidina representan una clase de
especial preocupacion toxicoldgica, dado que su genotoxicidad estd bien documentada
tanto in vivo como in vitro, expresandose a través de la formacion de aductos de ADN,
entrecruzamientos de cadenas, rupturas de hebra, intercambio de cromatidas hermanas,
aparicion de micronucleos y aberraciones cromosomicas de diversa indole; con base en
lo anterior, se propone que el efecto genotdxico evidenciado en Otholobium pubescens
podria ser el resultado de una accién sinérgica entre estos grupos de metabolitos,
aunque su confirmacién requiere estudios especificos. También en el estudio de
Bardoloi & Soren®®, las familias botanicas Fabaceae, Asteraceae, Rosaceae,
Euphorbiaceae, Lamiaceae y Apocynaceae presentan la mas alta frecuencia de
metabolitos secundarios con potencial genotdxico. Entre los principales compuestos
responsables de estos efectos se encuentran los alcaloides pirrolizidinicos, alil
tiocianato, 4&cido aristolochico, propenilbenceno, hidrazina, antraquinonas,
isotiocianatos, flavonoides, cumarinas y psoralenos.’® Al pertenecer a la familia
Fabaceae y presentar alcaloides en la marcha fitoquimica, se podria sugerir una
investigacion posterior que permita llegar a determinar si son los alcaloides de tipo

pirrolizidina.
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CAPITULO VI. CONCLUSIONES
Los extractos hidroalcohdlicos de las hojas y tallos del Otholobium pubescens
“wallwa” presentan efecto genotoxico in vitro sobre el ADN de Staphylococcus
aureus.
Los metabolitos secundarios detectados en los extractos hidroalcohdlicos de las
hojas y tallos del Otholobium pubescens “wallwa”, fueron: alcaloides, fenoles,
taninos, flavonoides, amino&cidos, azucares reductores, glicosidos
cardiotonicos, terpeno y quinonas.
El extracto hidroalcohdlico de las hojas del Otholobium pubescens “wallwa”
evidencié un efecto genotoxico, presentando superiores porcentajes de
fragmentacion del ADN que oscilan entre 40% y 95% en las concentraciones
de 50 mg/mL y 100 mg/mL.
El extracto hidroalcohdlico de los tallos del Otholobium pubescens “wallwa”
presentd efecto genotdxico, alcanzando mayores porcentajes de fragmentacion
del ADN superiores al 95% en las concentraciones de 50 mg/mL y 100 mg/mL.
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CAPITULO VII. RECOMENDACIONES

Para validar los resultados de los experimentos in vitro, realizar ensayos de
genotoxicidad con animales in vivo.

Depositar el ADN control en los carriles 10 u 11, alejado del extracto puro, para
evitar el contacto con metabolitos genotdxicos durante la migracion
electroforética.

Para identificar y caracterizar las sustancias que provocan la fragmentacién del
ADN, se llevaran a cabo investigaciones especificas utilizando HPLC junto con

un espectrometro de masas.
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Anexo 1
Constancia de identificacion botanica de Otholobium pubescens "wallwa

CONSTANCIA

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

Que, el Est. en Farmacia y Bioquimica Sr. Maycol Javier, YANASUPO
CCORIMANYA, ha solicitado la identificacién de una muestra vegetal para
trabajo de tesis.

Dicha muestra ha sido estudiada y determinada segin el Sistema de
Clasificacién de APG IV 2016 ), siendo su taxonomia la siguiente:

ORDEN : FABALES

FAMILIA ¢ FABACEAE

GENERO : Otholobium

ESPECIE 3 Otholobium pubescens (Poir.) J.W. Grimes
N. V., . “culén”, “Wallwa”

Se expide la presente constancia a solicitud del interesado para los fines
que estime conveniente.

Ayacucho, 11 de noviembre del 2025

BIOLOGA
Reg. CBP. N°583 CR - Xm0
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Anexo 2.

Recoleccion de la muestra vegetal Otholobium pubescens * Wallwa™
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Anexo 3

Preparacion del extracto hidroalcohOlico del Otholobium pubescens “wallwa”
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Anexo 4

Identificacion de metabolitos secundarios de los extractos hidroalcohdlicos de hojas
y tallos de Otholobium pubescens “wallwa

=]
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Anexo 5

Protocolo de extraccion de ADN gendmico de Staphylococcus aureus.

Cultivo de ADN de 400 ul TE 75 ul SDS 100 ul NaCISM + 10
Staphylococcus aureus X 10% + S ul Pk ul CTAB
Bano
Maria a

o = 65 °C x 30

Bano Maria a PR
o

85°C x25 min — =

Forma3 B cloroformo:alcohol
capas, | ’ isoamilico homogeniza
trasvasar el ‘

&S00 ul sobrenadante J < ! S _._f;, 90 ul TE
isopropilo 0.1 x

helado
Centrifugar x 15 min

a 14000 PRM DSias £
Centrifugar x 15 Centrifugar x 15 entuta =
min a 14000 PRM min a 14000 37"Clx30

Lavar con PRM min

etanol 70
: % 1mi
@ 2%

Dejar en la = Dejar en ia
nevera hasta el refrigeradt:ra
dia siguiente hasta el dia

siguiente
Incubacion a
Guardar en 37°C x1h en Agregar 1 ul de
congeladora SRR ARN asa de 20
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Anexo 6

Proceso para la determinacion del efecto genotdxico in vitro del extracto

hidroalcohdlico del Otholobium pubescens “wallwa” frente al ADN de Staphylococcus
aureus. Ayacucho, 2026.
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Anexo 7

Prueba de Kruskal — Wallis para evaluar el grado de genotoxicidad del extracto
hidroalcohdlico de hojas de Otholobium pubescens “wallwa”, segun la concentracion
del extracto, frente al ADN de Staphylococcus aureus incubado a 37°C durante una
hora. Ayacucho, 2026.

Prueba

Hipotesis nula Ho: Todas las medianas son iguales

Hipotesis alterna Hi: Al menos una mediana es diferente
Método GL Valor H Valor p

No ajustado para empates 3 12.71 0.005

Ajustado para empates 3 15.00 0.002

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

Comparaciones de a pares entre las medias de los rangos de tratamientos.

Concentracion en

mg/mL Medianas Ranks
10 1 2.5
25 2 6.5
50 3 12.5
100 3 12.5
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Anexo 8

Prueba de Kruskal — Wallis para evaluar el grado de genotoxicidad del extracto
hidroalcohdlico de los tallos de Otholobium pubescens “wallwa”, segun la
concentracion del extracto, frente al ADN de Staphylococcus aureus incubado a 37°C
durante una hora. Ayacucho, 2026.

Prueba

Hipotesis nula Ho: Todas las medianas son iguales

Hipotesis alterna Hi: Al menos una mediana es diferente
Método GL Valor H Valor p

No ajustado para empates 3 12.71 0.005

Ajustado para empates 3 15.00 0.002

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

Comparaciones de a pares entre las medias de los rangos de tratamientos.

Concentracion Medianas Ranks
10 2 2.5
25 3 6.5
50 4 12.5
100 4 12.5
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Anexo 9

Bandas del marcador de tamafio molecular (1kb) del laboratorio Thermo scientific

GeneRuler 1 kb DNA Ladder
bp ng/0.5pg9 %

10000 3i

8000 30

8000 70 14

Ul 3 {

A000 30 o

3500 3 6
— 3000 70 14

23500 20 .
— 120 22 )
--1000 60 12

750 25

SUU 25

250 ) -

0.5 pg/laneg, 8 cm ength ge

IXTAE. 7V/em. 45 min
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Firmado digitalmente

porMtra. EDITH
@ EVELING
CONISLLA
CACERES
Anexo 10
Matriz de Definicién y Operacionalizacion de Variables
_ . . _ _ _ _ 5 Escala de
Variable Definicion conceptual  Definicién operacional Indicadores Unidad de medida  Valoracion dicis
medicion
Independiente: Es una  solucibn Se macerd el extracto de
Extracto obtenida a partir de una  hojas y tallos triturados en
hidroalcohdlico de o varias partes de la etanol al 70 % y agua .
] ) ) Concentracion Masa/volumen 10, 25,50y )
Otholobium plantaen unamezclade destilada durante siete Ordinal
. . (mg/mL) 100 mg/mL
pubescens alcohol y agua.®° dias. Para eliminar el
“wallwa”. disolvente se sometié a
estufa.
Dependiente: Es la capacidad de una Se evaluaré de acuerdo a Grado d
rado de
Efecto genotoxico sustancia para dafiar el las fragmentaciones que . Escala
. . fragmentacion . . .
frente al ADN de materialgenéticodeuna presenta en el gel de del ADN En porcentaje numeérica: Ordinal
e
Staphylococcus célula.® electroforesis. o 0,1,2,3y4
genémico

aureus.
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Firmado Firmado
digitalmente por _ digitalmente digitalmente
% MSc. Kirianova C 4 por Luisa Noa @ porMtra. EDITH
o~ . ¥ | Yarasca
Godoy Bautista b 7/4[11 @ Fecha (EZ\(/)IIE\IITIS’\II_EA
Fecha: 2026.06.29 o 20260701
Anexo 11 20:32:00 -05'00"' \ 08:43:04 CACERES

-05'00"
Matriz de Consistencia

Titulo: Efecto genotdxico in vitro del extracto hidroalcoholico de Otholobium pubescens “wallwa” frente al ADN de Staphylococcus aureus.
Ayacucho, 2025

Autor: Bach. Maycol Javier Yanasupo Ccorimanya

Formulacion del

Objetivos Hipotesis Variables Metodologia
problema
Problema General: Objetivo General Los extractos Variable Independiente:  Alcance de investigacion:
¢Los extractos Determipa_tr o la hidroalcohdlicos de las Concentracion de las hc_Jjas E)_(plicativo_ o
hidroalcohdlicos de las genotoxicidad in vitro _ y tallos Otholobium Dlseﬁ(_) de investigacion
del extracto hojas y tallos de pubescens. “wallwa” Experimental
hojas y tallos de hidroalcohdlico de Indicador: Unidad de analisis

Otholobium pubescens
“wallwa” tendra efecto
genotéxico in  vitro
ADN de
Staphylococcus aureus?

frente al

Otholobium pubescens
“wallwa” frenteal ADN
de Staphylococcus
aureus.

Otholobium pubescens
“wallwa”, presenta
efecto genotdxico in
vitro frente al ADN de

Staphylococcus aureus.

Concentracion en porcentaje
(%) de las hojasy semillas.
Variables Dependientes:
Efecto genotdxico frente al
ADN de Staphylococcus
aureus

Indicador:

Grado de fragmentacion del
Acido desoxirribonucleico
(ADN)  gen6mico de
Staphylococcus aureus

Los extractos hidroalcohélicos de las hojas y los
tallos de Otholobium pubescens “wallwa”
Unidad experimental:

ADN gendmico de Staphylococcus aureus
Poblacidon de estudio

Otholobium pubescens. “wallwa” que crece en
Ayacucho.

Muestra

Muestreo por conveniencia de hojas y tallos de
Otholobium pubescens. “wallwa” para el extracto
hidroalcoholico, en la ciudad de Ayacucho
Anélisis estadistico

Paquete estadistico SPSS y la prueba de Kruskal
wallis
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Problemas Especificos

Objetivos Especificos

Hipotesis especificas

e ;Qué  metabolitos a)ldentificar los a) El extracto
secundarios estan metabolitos hidroalcohdlico de
presentes en el secundarios presentes Otholobium
extracto en el extracto pubescens
hidroalcohdlico de  hidroalcohdlico  de “wallwa” contiene
Otholobium Otholobium pubescens metabolitos
pubescens “wallwa”. secundarios
“wallwa”? b) Evaluar la b) EIl extracto

o (EI extracto genotoxicidad in vitro hidroalcohdlico de
hidroalcohdlico de del extracto las  hojas de
las  hojas de  hidroalcoholico de las Otholobium
Otholobium hojas de Otholobium pubescens
pubescens pubescens “wallwa” “wallwa” presenta
“wallwa” presentan ~ frente al ADN de efectos genotoxicos
efectos genotoxicos  Staphylococcus frente al ADN de
in vitro frente al aureus. Staphylococcus
ADN de c)Evaluar la aureus.
Staphylococcus genotoxicidad in vitro ¢) El extracto
aureus? del extracto hidroalcohdlico de

o (EI extracto hidroalcohdlico de los los tallos de
hidroalcohélico de tallos de Otholobium Otholobium
los tallos de pubescens “wallwa” pubescens
Otholobium frente al ADN de “wallwa” presenta
pubescens Staphylococcus efectos genotoxicos
“wallwa” presentan ~ aureus. frente al ADN de
efectos genotoxicos Staphylococcus
in vitro frente al aureus.

ADN de
Staphylococcus
aureus?
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ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS

RESOLUCION DECANAL N*507-2026-UNSCH-FCSA-D

BACHILLER: MAYCOL JAVIER YANASUPO CCORIMANYA

En la ciudad de Ayacucho, siendo las nueve y diez de 1a mafiana del dia diecisiete del
mes de julio del afio dos mil veintiseis, se reunieron en el auditorium de la Escuela
Profesional de Farmacia y Bioquimica los docentes miembros del jurado evaluador, para
el acto de sustentacién de trabajo de tesis titulado: Efecto genotéxico in vitro del
extracto hidroalcohélico de Otholobium pubescens "wallwa” frente al ADN de
Staphylococcus aureus, Ayacucho, 2025, presentado por el bachiller MAYCOL JAVIER
YANASUPO CCORIMANYA para optar el titulo profesional de Quimico Farmacéutico.

El jurado evaluador esta conformado por:

Presidente :Prof, Kirianova Godoy Bautista
Miembros :Prof. Kirianova Godoy Bautista

Prof. Edith Eveling Conislla Caceres
4to jurado :Prof. Edwin Carlos Enciso Roca
Asesora :Prof. Luisa Noa Yarasca

Secretaria Docente  :Prof. Gabriela Bellido Mujica
Con el quorum de reglamento se dio inicio la sustentacion de tesis, la presidente de la
comision pide a la secretaria docente dar lectura a los documentos presentados por el
recurrente, resolucién decanal y algunas indicaciones al sustentante.

Da inicio a la exposicion el Bachiller: MAYCOL JAVIER YANASUPO CCORIMANYA, y una
vez concluida, el presidente de la comisidn solicita a los miembros del jurado evaluador
realizar sus respectivas preguntas, seguidamente se da pase al asesor de tesis, para que

pueda aclarar algunas preguntas, interrogantes, aclaraciones.

El presidente invita al sustentante abandonar el auditérium para que pueda proceder

con la calificacién.

RESULTADOS DE LA EVALUACION FINAL

Bachiller: MAYCOL JAVIER YANASUPO CCORIMANYA

JURADOS TEXTO | EXPOSICION | PREGUNTAS | P.FINAL
Prof. Kirianova Godoy Bautista 15 15 14 15
Prof. Edith E. Conislla Caceres 17 37 17 17
Prof. Edwin Carlos Enciso Roca 17 17 17 17
PROMEDIO FINAL 16

De la evaluacion realizada por los miembros del jurado calificador, llegaron al siguiente
resultado: Aprobar al Bachiller MAYCOL JAVIER YANASUPO CCORIMANYA; quien obtuvo
la nota final de dieciséis (16) para la cual los miembros del jurado evaluador firman al




pie del presente, siendo las 10:50 de la mafiana, se da por concluido el presente acto
académico.
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Miembro asesora Secretaria Docente



FACULTAD DE ESCUELA PROFESIONAL DE
CIENCIAS DE LA SALUD ~ FARMACIA Y BIOQUIMICA

El Instructor en Segunda Instancia, en virtud de la RCU N° 039 - 2021 —
UNCH - CU, y en calidad de Director de la Escucla Profesional de
Farmacia y Bioquimica, emite la presente

CONSTANCIA
DE ORIGINALIDAD DE TRABAJO DE INVESTIGACION

A Maycol Javier YANASUPO CCORIMANYA, Bachiller de la Escuela
Profesional de Farmacia y Bioquimica de la Facultad de Ciencias de la Salud,
en mérito a que la tesis titulada: Efecto genotoxico in vitro del extracto
hidroalcohdlico de Otholobium pubescens “wallwa” frente al ADN de

Staphylococcus aureus. Ayacucho, 2025; ha alcanzado un indice de
similitud de 22 % (veintidds por ciento); cumpliendo satisfactoriamente lo
establecido en el Art. 13 del Reglamento de Originalidad de Trabajos de
Investigacion de la Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga

mediante el uso del SOFTWARE TURNITIN.

En tal sentido, se emite la presente constancia en seflal de conformidad.

Ayacucho, 28 de junio de 2026.
Firmado
digitalmente por
it cmakiiae . Tx ENFi que Javier

Escucla Prafeasnal de Farinacis y Buquimca

,#A)- Aguilar Felices

momserwn;  Facha:
2026.06.28
13:35:33 -05'00'

CONTANCIA N° 012 - 2026



Efecto genotoxico in vitro del extracto
hidroalcohdlico de Otholobium pubescens
“wallwa” frente al ADN de Staphylococcus aureus.
Ayacucho, 2025

por Maycol Javier YANASUPO CCORIMANYA

Fecha de entrega: 28-jun-2026 01:22p.m. (UTC-0500)
Identificador de la entrega: 2990699061

Nombre del archivo: BORRADOR_DE_TESIS.pdf (1.73M)
Total de palabras: 16234

Total de caracteres: 96965
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