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RESUMEN

La corteza de quina, hojas del eucalipto y los rizomas de jengibre, son utilizadas
en la medicina tradicional, principalmente para el tratamiento de afecciones a las
vias respiratorias, pero su consumo indiscriminado podria acarrear problemas
secundarios, motivo por el que se planteé este estudio teniendo como objetivo
determinar el efecto genotodxico in vitro del extracto hidroalcohdlico mixto (EM), de
Cinchona spp, Eucalyptus globulus y Zingiber officinale frente al ADN gendémico
de Escherichia coli, como también identificar los metabolitos secundarios. Para la
determinacion del efecto genotdxico in vitro, se acondicion6 el macerado mixto de
las tres plantas en etanol: agua (3: 1), luego este extracto mixto (EM) se diluyo a
concentraciones de 5, 10, 25, 50 y 100 mg/mL, respectivamente, enfrentando cada
uno de ellos a ADN gendémico de Escherichia coli, inmediatamente se sometié a
electroforesis en gel de agarosa, se realizé la tinciébn con bromuro de etidio y se
registraron imagenes. Asi mismo, se realizé la marcha fitoquimica para la
detecciéon de los metabolitos secundarios. Los resultados revelan la presencia
compuestos fenolicos, azucares reductores (+++); taninos, alcaloides, saponinas
y catequinas (++); de flavonoides, lactonas y/o cumarinas (+); respecto al efecto
genotdxico se determind que a concentraciones de 25 y 50 mg/mL del EM, el ADN
fue fragmentado de 40 a 95%; a concentracion de 100 mg/mL de EM, la
fragmentacion fue por encima del 95% del ADN gendémico de Escherichia coli; el
estadistico de prueba de Kruskal — Wallis, indic6 el rechazo de la hip6tesis nula
(Ho) y acepta la hipétesis alterna (H1), indicando que al menos una concentracion
del tratamiento tiene comportamiento genotoxico diferente. Concluyendo que el
extracto mixto de Cinchona spp, Eucalyptus globulus y Zingiber officinale presenta
efecto genotodxico frente al ADN gendmico de Escherichia coli, dependiente de la
concentracion del EM, por lo que a mayor concentracion se observa mayor el

efecto genotoéxico.

Palabras clave: genotoxicidad, Cinchona spp, Eucalyptus globulus, Zingiber

officinale, ADN gendmico de Escherichia coli.
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I.  INTRODUCCION

El reino vegetal desde tiempos inmemoriales fueron utilizados en medicina
alternativa con el conocimiento transmitido tras generaciones de manera empirica,
con el fin de mitigar problemas de salud que aquejaban a la poblacion, tras el
avance de siglos y de la ciencia, se ha logrado determinar que muchas especies
vegetales presentan sustancias quimicas dentro de su composicidn, estas
sustancias son la responsables de las diferentes actividades terapéuticas de la
especie vegetal, a estos se les ha denominado como metabolitos secundarios;
asimismo, estas sustancias fueron promisorias para el desarrollo de farmacos
para tratar determinadas enfermedades en centros de investigacion; sin embargo,
a pesar del avance de la ciencia las especies vegetales aun continua siendo una
de las mejores fuentes naturales para ser utilizado medicina tradicional*.

Segun informes se estimado que alrededor 80 % de la humanidad a nivel mundial
aun dependen del uso de hierbas medicinales como tratamiento para algunas
afecciones que se susciten, esto se debe a factores de la accesibilidad a
medicamentos, al coste de productos farmacéuticos provenientes de occidente y
generalmente el uso de plantas medicinales en determinadas comunidades son
consideradas como una practica espiritual y de cultura, incluso el mundo
occidental también presenta estimacion del aumento de uso de hierbas
medicinales con un aproximado del 40% de la poblacién que llego a que utilizan
hierbas medicinales para los principales problemas de salud en atencién primariaZ.
A pesar de los beneficios que perciban la poblacion por el uso de plantas
medicinales, estos no cuentan con estudios que garanticen su uso seguro, Como
pruebas toxicologicas que garanticen la seguridad del uso de las plantas
medicinales, por lo cual surge un interés de la comunidad cientifica para evaluar
determinados ensayos a corto o largo plazo, que brinden informacion de los
perfiles de eficacia y seguridad de las plantas medicinales, informacion basada en

evidencia cientifica, entre los que resalta estudios toxicoldgicos e incluido el perfil



genotoxico con el fin de identificar riesgos posibles de mutaciones o

carcinogénesis de dichas especies vegetales, ya que el ADN es una

macromolécula que de su integridad es fundamental para el bienestar del cuerpo

humano?.

En la investigacion de drogas vegetales y productos extractivos, se avallan la

calidad, eficacia y seguridad, con respecto a la seguridad, previamente se debe

tener establecidos los aspectos de calidad como la composicion quimica y la

eficacia. Por ello, el estudio debe fundamentarse en evidencia de calidad y eficacia

en combinacion de droga vegetales como la presencia de metabolitos

secundarios, en el trabajo de investigacion presentado, la corteza de Cinchona

spp., hojas de Eucalyptus globulus y del rizoma Zingiber officinale, son utilizadas

de manera tradicional, en algunos casos de manera conjuntamente, omitiendo los

posibles efectos nocivos que pueda conllevar; motivo por el que, este trabajo de

investigacion se ha enfocado en evaluar si la combinacion del extracto mixto

presentara algun tipo de reaccion sobre el ADN aislado de Escherichia coli.

Por ello, se ha planteado los siguientes objetivos:

Objetivo general

Determinar la genotoxicidad del extracto hidroalcohdlico mixto de corteza de

Cinchona spp., hojas de Eucalyptus globulus y del rizoma Zingiber officinale frente

al ADN gendmico de Escherichia coli.

Objetivos especificos

o Identificar los metabolitos secundarios presentes en el extracto
hidroalcohélico mixto de la corteza de Cinchona spp., hojas de Eucalyptus
globulus y del rizoma Zingiber officinale.

o Evaluar la genotoxicidad in vitro del extracto mixto de la corteza de Cinchona

spp., hojas de Eucalyptus globulus y del rizoma Zingiber officinale.



. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

2.1.1.Internacional

Al-Harbi L, et al*. En el 2022 en Arabia Saudita, estudiaron el efecto de las
nanoparticulas de 6xido de hierro cargadas con fitoquimicos obtenidas de
Cinchona officinalis, con capacidad de inducir la citotoxicidad y estimular la
apoptosis en células de cancer de mama humano (MCF-7), estudio desarrollado
en Darfur - Sudan. Tuvieron como obijetivo sintetizar nanoparticulas de 6xido de
hierro cargadas con quinina y extracto de corteza de tallo de Cinchona officinalis
(corteza peruana) rica en alcaloides, y evaluar mas a fondo su efecto citotoxico y
mecanismos de apoptosis en células de cancer de mama MCF-7. Se utilizé un
método mediante el andlisis de citotoxicidad in vitro, las nanoparticulas de 6xido
de hierro cargadas con extracto (CO-NP) se llevaron a cabo utilizando la prueba
MTT durante 24 h y 48 h. Reportaron como resultado que los CO-NP redujeron la
viabilidad de las células MCF-7 con ICs valores de 16,2y 9 ug/mL en 24 h'y 48 h,
respectivamente, ademas, las CO-NP se probaron con hMSC normales para
determinar su toxicidad y no encontramos una citotoxicidad notable. Concluyeron
gue el mayor potencial citotoxico del extracto de corteza de tallo de Cinchona
officianlis cargado con CO -NP obtuvo mejor efecto citotoxico.

Hu Z, et al°. En el 2014 en China, realizaron la evaluacién de la toxicidad aguda y
sub crdénica, asi como su respectiva evaluacion de la farmacologia de seguridad
de las emulsiones de agua y aceite del eucalipto; estudio desarrollado en China.
Tuvieron como objetivo principal evaluar la toxicidad oral aguda (LDsp), se sigui6
un método in vivo, empleando ratas machos, divididos en sub grupos, donde si el
animal sobrevivia, se aumentaba la dosis del siguiente animal; si el animal moria,

se disminuia la dosis para el siguiente animal. Se formaron cinco grupos



experimentales con 10 ratas cada uno, que contenian un nimero igual de machos
y hembras. Los cinco grupos fueron tratados con emulsion de aceite de eucalipto
en agua (EOE), a dosis de 2772, 3267, 3960, 4752 y 5742 mg/kg y el estudio de
toxicidad subcrénica consumieron una dosis diaria de 0 (Grupo Il, emulsionante y
agua destilada), 396 (Grupo lll, 4% EAE), 792 (Grupo IV, 8% EAE), 1188 (Grupo
V, 12% EAE) mg/kg durante 30 dias consecutivos. Obtuvieron como resultado, la
toxicidad aguda mostré la LDso de EAE fue de 3811,5 mg/kg. El estudio de
toxicidad subcronica sugirié que las dosis altas y medias de EAE ralentizaban el
crecimiento de las ratas macho. La patologia clinica mostré que la dosis alta y
media de EOE podria causar dafio al higado y al riién. Concluyeron que el valor
LD 50 de EOE por via oral fue de 3811,5 mg/kg, lo que indica que EOE es un
farmaco de baja toxicidad.

Khazraei H, et al®. En el 2022 en Ir&n, respecto a la citotoxicidad in vitro y también
el ensayo apoptético del aceite esencia de Eucalyptus globulus, en lineas
celulares de cancer de colon e higado; tuvieron el objetivo evaluar el efecto
anticancerigeno del aceite esencial; estudio desarrollado en Nigeria. Se siguié un
método in vitro, donde la citotoxicidad del aceite esencial de Eucalyptus globulus
se evalud en la linea celular de cancer de colon SW48, la linea celular de cancer
de higado HepG2, HEK293t y fibroblastos de piel mediante el ensayo MTT.
Utilizamos 5-FU como tratamiento de control para el cancer. Reportaron como
resultado que el aceite esencial de eucalipto a concentracién de 0,01 % no redujo
la viabilidad celular de SW48 (IC50 = 0,2 %) y las células de fibroblastos (IC50 =
5 %) después de un periodo de tratamiento de 48 horas, asimismo, tampoco
mostré ningun efecto téxico en las lineas celulares HEK93: y HEPG,, excepto en
dosis altas (0,5 %) con IC50 = 0,2 % para ambas lineas celulares, lo que indicaria
gue el aceite esencial de eucalipto mostr6 algunos efectos secundarios y es
posible que no sea seguro usarlo para el tratamiento en dosis altas (0,5 % y 5 %).
Concluyeron que el aceite esencial de eucalipto suprimio la proliferacion de células
de cancer de colon humano al inducir la apoptosis.

Sulaiman F. et al’. En el 2014 en Nigeria, evaluaron el potencial antimicrobiano y
téxico a partir de los extractos acuosos en Allium sativum, Hibiscus sabdariffa y
Zingiber officinale en ratas Wistar, el trabajo fue realizado en la Universidad de
Llorin en Nigeria. Se realizd una extraccién acuosa a partir de las muestras, para
la susceptibilidad bacteriana se siguié el método de difusion en pozos de agar,

para el tratamiento en animales se disefié cinco grupos de tres, un control, un



grupo recibidé solo agua destilada, mientras que el resto recibié el extracto a
10mg/kg de extracto de cada especie vegetal en estudio, se midier6n parametros
bioguimicos como de la alanina transaminasa (ALT), aspartato transaminasa
(AST) y fosfatasa (ALP). Reportaron como resultado se obtuvo que para el Z.
officinale presenté suceptibilidad para P. aerugenosay S. aureus; por otro lado, la
administracion de los extractos acuosos aumento significativamente la actividad
de las AST, ALT. Concluyeron que los extractos acuosos de las plantas
presentaron actividad antimicrobiana y presentaron poseer potencial toxico debido
a la alteracion de los parametros bioguimicos en los tejidos vegetales.

Vaz M, et al®. En el 2022 en Brasil, realizaron una investigacion del aceite esencial
de Zingiber officinale, con el fin de desarrollar nuevos agentes antimicrobianos,
para lo cual Se obtuvieron rizomas frescos de Z. officinale de productores locales
en el municipio de Morretes (Parana, Brasil). Desarrollaron un método in vitro, para
lo cual se obtuvo el aceite por hidrodestilacion utilizando el aparato Clevenger,
para la medicion de la actividad antimicrobiana se procedi6é contra 18 bacterias
gramnegativas y se midio valores de la concentracion minima inhibitoria (CMI) de
manera in vitro, mientras que para el ensayo antimicrobiana in vivo se utilizé ocho
ratones a quién se le administré K. pneumoniae y finalmente para el ensayo de
toxicidad aguda se administro el aceite esencial a un animal. Reportaron como
resultado que el aceite esencial del Z. officinale mostré actividad antibacteriana
contra bacterias gramnegativas 18 MDR, con valores de CIM que oscilaron entre
0,28 mg/ml y 1,09 mg/ml, mientras que para el ensayo in vivo el aceite esencial
aumenté la supervivencia de los ratones infectados en comparacion a los ratones
del grupo control. Concluyeron que el aceite esencial de Z. officinale mostr6
potencial in vitro contra K. pneumoniae y S. marcescens resistentes a
carbapenems y polimixina.

Rios E, et al*®. En el 2021 en México, evaluaron la actividad antimicrobiana de los
extractos de Z. officinale y M. pomifera en cepas de Pseudomona syringae,
estudios desarrollados en México. Se siguié una metodologia in vitro, para lo cual
realizé una extraccién por maceracion con etanol, metanol y agua; la medicion de
la actividad antimicrobiana se midi6 mediante la inhibicion de los halos de
inhibicibn de la Pseudomona syringae. Reportaron como resultado que la
extraccién etandlica fue superior, con respecto a la concentraciéon, fue a 100
mg/mL donde se evidencié un mayo didmetro en los halos de inhibicion (0.8219

de diametro). Concluyeron finalmente tanto el extracto etandlico y metandlico,



evidenciaron una inhibicion en el desarrollo y crecimiento de Pseudomona
syringae.

Elkhishin 1°. En el 2009 en Egipto, realizaron un estudio para evaluar el trabajo es
estudiar la toxicidad cardiovascular aguda y subaguda del jengibre en ratas
albinas macho adultas y sus posibles mecanismos de accion, desarrollados en
Egipto, para la metodologia in vivo se incluyeron ochenta y cuatro ratas albinas
macho adultas para los experimentos de toxicidad aguda y subaguda; todas las
ratas recibieron por via oral en solucion salina el jengibre, para la toxicidad aguda
recibieron 2500 mg/kg mientras que para la toxicidad subaguda recibieron 50
mg/kg y 500 mg/kg durante 28 dias. Reportaron como resultado como resultado
gue la administracion de jengibre en dosis de 50 mg/kg durante 28 dias produjo
bradicardia con ondulacion en las fibras del musculo cardiaco; por otro lado, el
jengibre en una dosis de 500 mg/kg produjo hipotension y bradicardia con cambios
degenerativos en el tejido de los miocitos cardiacos. Concluyeron que a una dosis
Unica de 2500 mg/kg de jengibre puede ser toxica al provocar hipotensién grave y
bradicardia.

2.1.2.Nacional

Romero H. En el 2018 en Lima, realizd el estudio del extracto metandlico de la
corteza de Cinchona officinalis L., sobre el comportamiento sexual de ratas
macho, realizados en la Universidad Inca Garcilaso de la Vega en Lima. Para la
dosis letal media (DLsp), se utilizaron ratones (22-44g), entre hembras y machos,
distribuidos en 6 grupos de 5 ratones cada uno; con respecto al efecto en el
comportamiento sexual se utilizaron ratas machos (250-350q), distribuidos en
cinco grupos de 6 ratas, donde después de la extraccion metandlica a partir de la
corteza de C. officinalis L., se administré fue por via oral a una dosis maxima de
4g/kg. Reporté como resultado que el extracto metandlico presenta una DL 50
superior a 4000 mg/kg. Concluyé que la corteza de C. officinalis L., en una
extraccion metandlica posee un efecto sobre la actividad sexual.

Chilén V, et al.'?, en el 2018, Lima, realizaron una investigacion para evaluar la
toxicidad oral aguda a partir del extracto etandlico hojas de E: globulus Labill., M.
citrifolia L. “noni”, Peperomia glauca “pino”, Schinus molle L. “molle” y Zea mays
L. “maiz morado”, en ratones BALB/c 53. Se utiliz6 un método in vivo, se
emplearon 60 ratones machos distribuidos en seis grupos de acuerdo al extracto
etanolico de cada especie vegetal, adicionalmente un grupo control. Los grupos

conformados recibieron una dosis Unica de 2000 mg/kg (via oral) de extracto



etandlico, y al grupo control se le administré polisorbato 2 mL/kg (3%). Reportaron
como resultado que algunos signos como excitacion, inquietud y fotosensibilidad
aparente en el grupo eucalipto, alrededor de una hora; también leucopenia
(congona, maiz morado, eucalipto y molle); trombocitopenia (molle y eucalipto);
aumento de la ALT (eucalipto y congona), comparado con el grupo control.
Concluyeron que en condiciones laboratorio, no se logro identificar signos de
toxicidad o en la prueba; por otro lado, se obtuvo que el DLso de todos los extractos
fue mayor a 2000 mg/kg.

Aranda et al.*3, en el 2018, Lima, realizaron una evaluacion de la bioactividad de
plantas medicinales cultivadas en Peru, usando la metodologia sobre la letalidad
en Artemia salina, con la determinacion de la concentracion letal media (CLso);
estudios desarrollados en Peru. Se empled una metodologia in vivo. Reportaron
como resultado que los diferentes extractos del rizoma de C. longa mostraron una
potente actividad citotdxica, con CLsg entre 20,67 + 7,04 y 98,14+ 2,64 ug/mL. Los
extractos de Zingiber. officinale (rizoma), Physalis angulata (frutos) y Physalis
angulata (planta entera), evidenciaron actividad citotdxica con CLso de 87,15 +
18,17, 323,48 £ 18,85y 328,92 + 23,08 ug/mL, respectivamente. Concluyeron que
la actividad citotéxica en el extracto de rizomas Zingiber officinale y Curcuma
longa.

Ahon K, En el 2021 en Lima, evaluaron el efecto antibacteriano del aceite
esencial de Zingiber officinale sobre la inhibicion del crecimiento de
Staphylococcus aureus ATCC 25923; estudios desarrollados en Perd. Se
desarrollé un estudio in vitro, para lo cual el aceite esencial fue obtenido por
destilacion por arrastre de vapor de agua; se diluyé en Tween 80 (0.1%) para
obtener soluciones de 5, 10, 15 y 20%. En la prueba de sensibilidad se utilizo
Staphylocccus aureus, para el cual se emple6 agar Kirby Bauer, el efecto
antibacteriano fue determinado mediante el halo de inhibiciébn. Reportaron como
resultado de los halos de inhibicion de 9,1; 12; 14,1 y 16 mm para concentraciones
de 5; 10; 15 y 20%, demostrando la inhibicién del crecimiento fue directamente
proporcional a la concentracion. Concluyeron que el aceite esencial de Z. officinale
tiene actividad antibacteriana.

2.1.3.Local

Estudios locales sobre genotoxicidad de Zingiber officinale “jenjibre”, no fueron
encontradas, sin embargo, la metodologia aplicada en otras especies vegetales

evidencias resultados relevantes en temas de genotoxicidad a nivel local.



Beizaga G*°, en el 2020, determind la genotoxicidad in vitro a partir de los extractos
hidroalcohdélico de tallos y hojas de Artemisia absinthium L. “ajenjo”, sobre el a
ADN de E. coli y ADN de humano. ElI método fue in vitro, para lo cual se realizé
una extraccion hidroalcohdlica de tallos hojas (maceracion, etanol: agua (3:1)). Se
utilizé el “Método Tomasevich”. Reporté como resultado que, a concentraciones
de 300, 400 y 500 mg/mL (extracto de hojas), fragmentaron més del 95% del ADN
human (gendmico); asimismo, el extracto de tallos evidencié fragmentacion a
concentraciones superior a 200 mg/mL; por otro lado, a concentraciones de 25 -
500 mg/mL evidenciaron una fragmentacién mayor a 95% del ADN de E. coli; en
cambio, el extracto que se obtuvo de tallos evidencié fragmentacion a
concentraciones por encima del 10 mg/mL. Concluyé que los extractos
hidroalcohélicos obtenidos a partir de tallos y hojas de “ajenjo”, manifiestan una
actividad genotoxica in vitro sobre el ADN de E. coli y el ADN gendémico humano.
Marca P8, En el 2018, evalud preliminarmente el grado de genotoxicidad (in vitro)
a partir del zumo y extracto etandlico de Allium sativum L. “ajo”. EI método fue in
vitro, para lo cual se realiz6 una extraccion hidroalcohdlica etandlica (96°) obtenido
por maceracion (5 dias); el extracto se expuso a ADN de Staphylococcus sp. y la
genotoxicidad (in vitro) fue evaluado por el “método Tomasevich”, se prepararon
soluciones de (5 - 500mg/mL), los cuales no mostraron dafio genotoxico sobre el
ADN de Staphylococccus sp.; sin embargo, el zumo de ajo (del bulbo). Reporto
como resultado un efecto genotoxico potente (5, 10, 50 y 100%). Concluyo que el
zumo obtenido del bulbo de “ajo”, evidencia un alto efecto genotéxico sobre el
ADN Staphylococcus sp.

Ataucusi V. En el afio 2020, evalué la actividad genotdxica (in vitro), a partir del
extracto hidroalcohdlico de tallos y hojas de Clinopodium brevicalix Epl. “urqu
mufa”, evaluado en ADN genomico del humano. El método fué in vitro, se realizd
una extraccién hidroalcohdlica por maceracion de Clinopodium brevicalix (EHCB),
se utilizé una metodologia espectrofotométrica para la cuantificaciéon del ADN del
genoma humano. Reporté como resultado se evidencié a partir de 200 mg/mL se
evidencié un grado de fragmentacién del ADN gendémico de humanos, donde esta
fragmentacion fue dependiente al extracto tallos y hojas. Concloy6 que existe dafio
genotoxico EHCB sobre el ADN genémico humano, el cual fue proporcional a la

concentracion.



2.2. Aspectos botanicos
2.2.1.Cinchona spp.

. Clasificacion taxondmica

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA
CLASE : MAGNOLIOPSIDA
SUB CLASE : ASTERIDAE
ORDEN : RUBIALES
FAMILIA : RUBIACEAE
GENERO . Cinchona
ESPECIE : Cinchona spp
NOMBRE VULGAR: “‘quina”

Fuente: Certificado emitido por la biloga Laura Aucasime Medina. (Anexo 1)
o Sinénimos
La especie vegetal Cinchona spp L., presenta varias sinonimias 8, entre las mas
sobresalientes tenemos:
o Cascarilla officinalis (L.) Ruiz
o Cinchona academica Guibourt
o Cinchona amygdalifolia Wedd.
o Cinchona boliviana Boda.
o Cinchona bonplandiana Klotzsch
o Descripcion botanica
Arbol (11-15 m) de altura, diametro (30-40 cm) de diametro; ramificacion
(simpodial); copa de tipo globosa, densa, de corteza marrdén (externamente);
fisurada. Su corteza interna es blanca y arenoso, facilmente oxidable en presencia
de aire. Hojas opuestas, simples y decusadas; apice agudo, obtuso y acuminado;
de base con forma obtusa; un borde sinuado y entero. La forma de sus hojas es
oblonga, pinnatinervia, presenta haz glabro, pubescente, el envés con escasa
pubescencia, ceroso, con estipulas caducas y aovadas. Flores dispuestas en
paniculas (20 a 25 cm), pubescentes; son actinomorfas y hermafroditas; de caliz
de tipo gamosépalo, cilindrico, de 5 pequefios lébulos; corola de color roja-blanco,
de pétalos ligeramente fundidos. Fruto capsula (marrén), elipsoide (0.8-2.5 cm X
0.4-0.8 cm), dehiscente. Semilla forma fusiforme, redondeada con un ala

membranosa (0.3-0.8 cm)?®,


https://tropicos.org/name/100166104
https://tropicos.org/name/27903959
https://tropicos.org/name/27903958
https://tropicos.org/name/27903957

o Distribucién geografica

El arbol de quina (cascarilla), oriundo de valles andinos generalmente en
Sudamérica, adaptados a 1 000 - 3 500 msnm, encontrados en paises en
Venezuela Colombia, Bolivia y Perd, mientras que también hay menciones que se
ha encontrado especies a 700 - 2 900 msnm.?° . Existe centros de diversidad de
Cinchona, la cual destaca la de Amotape — Huancabamba, se extendiéndose de
este - oeste por la cordillera nor-andina de la zona geografica peruana, que
también abarca departamentos de Cajamarca y Piura?’.

o Propiedades y usos medicinales

Los alcaloides del género Cinchona méas conocidos y estudiados son cuatro:
quinina, quinidina, chinchonidina y cinconina, siendo la quinidina el que tiene una
importancia por su actividad antimalérica, esta se obtiene de la corteza de
Cinchona spp L., la quinidina presenta un mecanismo de accién sobre la malaria
por su alta capacidad para inhibir la reproduccion y crecimiento del Plasmodium,
la quinina cuenta con la capacidad antifebril en la malaria®.

o Composiciéon quimica

Los alcaloides tienen un interés antimalarico, entre las que resalta la cloraquina,
guinacrina y hidroxicloroquina. La hidroxicloraquina y cloroquina pertenecen al
grupo de las 4-aminoquinolinas, diferenciandose en una sustitucion de un radical
etilo por un radical hidroxilo?>. En medicina tradicional se ha reportado que se
utiliza como ténico amargo para malestares estomacales. Otros reportes han
indicado que existen otros alcaloides en el tallo como de tipo quinolina, como la
quinidina, quinina, cinconidina y cinconina, asimismo, hay evidencia de haberse
identificado taninos y cantidades pequeiias de antraquinonas?.

2.2.2.Eucaliptus globulus Labill

. Clasificacion taxondmica

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA
CLASE : MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE : ROSIDAE

ORDEN : MYRTALES

FAMILIA ; MYRTACEAE

GENERO . Eucaliptus

ESPECIE : Eucaliptus globulus Labill
NOMBRE VULGAR : “eucalipto”

Fuente: Certificado emitido por la biloga Laura Aucasime Medina. (Anexo 2)
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o Descripcidn botanica

Son arboles de tipo perenne, presenta una corteza exterior llamado ritidoma de
coloracion marrdn claro con desprendimiento de tiras, su corteza interior es lisa.
Hojas jovenes son de tipo sésiles, grisiceas y ovaladas, posteriormente se
alargan cambiando a ser coriaceas de coloraciéon verde azulado (hojas adultas),
presenta con alto contenido de aceite esencial, aroma balsamico. Flores de color
blanco y solitarias, de caliz y corona unidos por una tapadera cubriendo estambres
y pistilo (de aqui sale el nombre de eu-kalypto, que significa "bien cubierto"),
puesto que se abre, liberando una multitud de estambres amarillas. Frutos
cdpsulas de una coloracibn negra, de una tapa gris media azulada, estas
contienen a las semillas en gran cantidad?.

o Propiedades y usos medicinales

Las hojas del eucalipto son las mas utilizadas como en vaporizacion de agua,
preparacion de infusiones, jarabes; esto debe a que hay evidencias de que las
hojas presenta actividades descongestionantes (problemas respiratorios) y
desinfectantes®. Las hojas de la etapa adulta, al estar expuesto con el aire,
inducen la formacién de ozono el cual presenta caracteristicas antimicrobianas,
como también induce el mejor funcionamiento de nuestro sistema inmune, es
antiinflamatorio y analgésico; otras personas lo han utilizados por sus propiedades
expectorantes, antifebril, antisépticas, hipoglucemiante, fungicidas y bactericidas;
con respecto a la corteza hay evidencia de que se puede utilizar para problemas
de la difteria, puesto que presenta taninos en su composicién quimica, estos
presentan un efecto constringente, antiinflamatorio sobre todo en 6rganos como
la vejiga®®.

o Composicion quimica

E. globulus se han caracterizado diversos aceites esenciales entre las que destaca
el eucaliptol (1,8-cineol), encontrandose de 70 a 85%, entre otros compuestos
tenemos al limoneno, terpineol, p-cimeno, a y B-pineno, canfeno, D-limoneno y
entre monoterpenos, aldehidos (mirtenal), cetonas (corvona), sesquiterpenos
como aromadendreno, globulol, compuestos fendlicos (acido galico, ferdlico,
protocatequico, glucogalico, dihidrobenzoico, cumaroilquinico, epigalocatequina,
derivados de apigenina, derivados del 4cido elagico, derivados de la quercetina,

kaempferol, hidroxicinAmico?’.
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2.2.3.Zingiber officinale

. Clasificacion taxondmica

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA
CLASE : LILIOPSIDA

SUB CLASE ; LILIOPSIDAE
ORDEN : ZINGIBERALES
FAMILIA : ZINGIBERACEAE
GENERO ; Zingiber

ESPECIE : Zingiber officinale
NOMBRE VULGAR: “kion”

Fuente: Certificado emitido por la bidloga Laura Aucasime Medina. (Anexo 3)

o Descripcidn botanica

Especie vegetal herbacea rizomatosa y perenne, 1 m de altura. Rizoma es grueso,
nudoso y carnoso. Tallos son simples. Hojas oblongas, lanceoladas, dispuestos
en lineas paralelas. Flores amarillas, sésiles y labios purpuareos, dispuestas en
espiga. Fruto es seco y valvoso?®,

o Propiedades y usos medicinales

Le medicina tradicional esté indicado como diaforético, antigripal, tonico digestivo,
antiemético, antitusivo, expectorante, desintoxicante, edemas, reumatismo,
antiinflamatorio, analgesia, cuadros de frio?.

2.3. Acidos nucleicos

Hay dos tipos: el &cido desoxirribonucleico (ADN) y el ribonucleico (ARN). La
denominacion es por la presencia de grupos acidos que derivan del acido
ortofosférico (HsPOa), estas fueron localizadas al inicio en el nicleo de una célula
eucariota. Los acidos nucleicos son considerados polinucleétidos, osea,
moléculas dispuestas poliméricamente conformadas por la secuencia de unidades
monomeéricas sencillas (mononucleétidos), quienes se mantienen enlazados por
un tipo de enlace fosfodiéster o diéster fosforico®.

2.3.1.Bases nitrogenadas, nucledsidos y nucleétidos

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

respectivamente?®,
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Figura 1. Estructura quimica de las bases nitrogenadas®.

2.3.2.Estructura

Dispone de una doble hebra, cada hebra consta de una cadena sucesiva de
nucledtidos, los cuales a su vez estan formados por alternados enlaces covalentes
de la unién de un monosacéarido (desoxirribosa) y un grupo fosfato; el
monosacarido esta enlazado con bases nitrogenadas de tipo puricas como la
guanina (G) y la adenina; bases pirimidicas como la citosina (C) y timina (T), estas
bases nitrogenadas en cada hebra de ADN, forman enlaces puentes de hidrogeno,
donde, siendo la interaccion de la A y T forman 2 enlaces, mientras que la
interaccion de C y G forman 3 enlaces puentes de hidrogeno. El nimero de
enlaces de hidrégeno determina la complementariedad especifica entre las bases
que definen sus enlaces. Sin embargo, la T es reemplazada por uracilo (U) en las
moléculas de acido ribonucleico (ARN). La "columna vertebral" de las dos hebras
complementarias de la unidad de "base fosfato-desoxirribosa-nitrégeno” del ADN
(Ilamada nucledtido) tiene un grupo fosfato llamado extremo 5' en un extremo. En
el otro extremo hay un grupo hidroxilo llamado 3'. Por lo tanto, las dos "columnas
vertebrales" de las bases de desoxirribosa fosfato apuntan en direcciones
opuestas, de modo que el extremo 5' siempre mira al extremo 3' a través de los
enlaces complementarios de las bases, asegurando la estabilidad de la doble
cadena del ADN®.

2.4. Toxicidad y genotoxicidad

2.4.1.Toxicidad

Capacidad de un agente quimico (compuesto quimico), que es capaz de originar

efectos dafinos o nocivos sobre un ser viviente al momento de interaccionar con
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la sustancia, asimismo, el téxico también esta considera a toda sustancia, naturao

o artificial, que tenga caracter toxico®.

2.4.2.Genotoxicidad

Se conoce como la capacidad literal para generar dafio sobre el material genémico

por agentes quimicos, fisicos o biolégicos; este dafio incluye también a cualquier

componente celular que resulta indispensable para la correcta funcionabilidad en

relacion con los cromosomas en la célula, por ejemplo: interaccionan con las

proteinas puesto que estas moléculas son esenciales para condensacion,

reparacion y descondensacion en el material génico ADN de los cromosomas,

huso mitético, en la division celular actia en la distribucion del material genético.

El dafio génico podria resultar carcinogénico o mutagénico, los responsables con

conocidos como agentes genotdxicos conocidos también como xenobi6ticos o

toxico genéticos. El mecanismo de accion o la capacidad para inducir dafio a partir

de estos agentes xenobibticos, viene siendo influida directamente por la dosis del

téxico que reciba, asimismo, el tiempo y la via que manifest6 durante la exposicion,

posteriormente dependera de la constitucion génica del agente vivo quien también

determina la susceptibilidad particular°.

2.4.2.1. Mecanismos de genotoxicidad

Estas sustancias se pueden adherir de manera directa sobre el ADN, como

también actuar de manera indirecta afectando a las enzimas que tienen una

relacion en replicacion del material genético (ADN), lo que causa mutaciones, en

ciertos casos podrian desencadenar un evento canceroso.

Los toxicos genéticos provocan mutaciones tras generar modificaciones en los

nucledtidos:

o Cambios en la disposicion de las bases nitrogenadas.

o Generando sustituciones entre bases nitrogenadas, lo que perjudica la
traduccion durante el ciclo celular.

o Cambios quimicos de las bases nitrogenadas (como oxidaciéon o la
desaminacion.

o Alguilacién del material genético, esto implica adicién de radicales quimicos
mediante enlaces de tipo covalente.

Pueden provocar malformaciones conocidas como aberraciones cromosomicas.

o Existe delecion, rotura, intercambio, lo que implica la reorganizacion del
material genético, asimismo generar translocaciones.

. Alteraciones en la cantidad del nimero cromosoémico.
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A partir de una lesion ocasionada en el ADN, el agente vivo (célula), podria sufrir
tres procesos:
o Ya no se puede replicar.
. Existe una replicacién, con alteraciones de los nucleétidos, como también
errores durante el proceso replicativo, es decir, la mutacion es transmitible.
o En algunos casos se desarrolla un proceso de reparacion del material
dafiado, logrando evitarse la mutacion.
En cuanto a los carcindbgenos genotéxicos, son iniciadores de procesos
cancerigenos. Comienza con mutaciones en una sola célula y puede ser: a nivel
del metabolismo xenobidtico, provocando carcindgenos en la reparacion del ADN,
dificultdndola o previniendo y/o estimulando la proliferacién celular; Este proceso
se llama cebado. Suelen ser productos quimicos como compuestos alquilados
(mostaza nitrogenada), especies reactivas de oxigeno, aflatoxinas, productos de
combustidn, nitrosaminas, etc. Su mecanismo de accion se basa en la formacion
de un enlace covalente con el nitrégeno 7 de la guanina (aducto), dando lugar a
mutaciones irreversibles. Algunas de sus caracteristicas son:
Todas las dosis son efectivas y no existe una dosis umbral minima a partir de la
cual se puedan evaluar los efectos. Tienen correlaciones estructura-actividad que
pueden demostrarse mediante pruebas experimentales. La mayoria estan
clasificados como cancerigenos, es decir, requieren biotransformacién para
reaccionar con el ADN, lo que puede ocurrir en el primer y segundo paso del
metabolismo. Aqui podemos encontrar: hidrocarburos aromaticos policiclicos,
aminas aromaticas, micotoxinas, etc.
2.4.2.2. Evaluacién de genotoxicidad
La genética toxicologica estudia los efectos mutagénicos de los productos
quimicos y la radiacion y los efectos de la exposicidn a sustancias mutagénicas
en la salud humana, teniendo en cuenta todos los factores de las mutaciones
genéticas causadas por cambios de uno o mas pares de bases, anomalias
estructurales cromosdmicas, mutaciones genéticas, intercalacién de bases. Esta
evaluacion debe realizarse mediante pruebas in vitro aprobadas
internacionalmente para detectar dafios a nivel de mutaciones genéticas y
cromosoémicas en el tipo de tejido del ADN o grado en que el compuesto a evaluar
causa dafno. Por tanto, se puede dividir en cuatro niveles: mutacion genética (nivel
[), mutacion cromosémica (nivel Il), dafio primario del ADN (nivel III),

transformacion celular (nivel IV) y otros cambios. Los métodos de deteccion
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pertenecientes a los dos primeros niveles son diversos y estan muy extendidos,
especialmente la deteccion in vitro, que se caracteriza por una alta sensibilidad y
precision. En los Ultimos afios, los ensayos que detectan dafos a nivel primario
del ADN han desempefiado un papel importante en los andlisis de genotoxicidad.
por pérdidas. Una vez evaluados los niveles genéticos y cromosdmicos mediante
ensayos in vitro e in vivo, se deben incluir ensayos que midan el dafio primario del
ADN y se deben tomar decisiones sobre otras alteraciones y carcinogenicidad con
base en los resultados. Cualquier examen y evaluacion del grado de lesion debe
utilizar un protocolo estandarizado (aprobado internacionalmente) con respecto a
la dosis, la via de exposicién y la administracion recomendada del medicamento®!.
2.4.3.Ensayo del cometa

La electroforesis alcalina unicelular o ensayo cometa es una técnica util para
estudiar el dafio y la reparacion del ADN, en este método, se suspende una
pequefa cantidad de células en un gel delgado de agarosa de bajo punto de fusién
sobre un portaobjetos de vidrio (para que las células vivas no queden expuestas
a temperaturas fisiolégicas extremas), se lisan, se someten a electroforesis y se
analizan utilizando luces fluorescentes que se alternan con el ADN, se utiliza como
tinte (bromuro de etidio) células de tejido. Las células mas grandes muestran una
mayor migracion de ADN fragmentado, que es producto del dafio celular o del
funcionamiento de mecanismos de reparaciéon que promueven la produccién de
oligonucleédtidos (NER). Los fragmentos migran al anodo de la placa, en el que
esta suspendido el gel de agarosa, y aparecen como la cola de un cometa cuando
se visualizan. Las ventajas del ensayo del cometa incluyen simplicidad, ahorro de
tiempo, sensibilidad para la deteccion de dafios en el ADN, analisis de datos a
nivel de una sola célula, uso de muestras de células pequefias, costo
relativamente bajo y amplia aplicacion en estudios de genotoxicidad in vitro e in
vivo. La capacidad de practicamente cualquier poblacion de células eucariotas®?.
Una modificacion del "ensayo Comet" para la evaluacién de la genotoxicidad es el
"método Tomasevich", que se utiliza para determinar in vitro los efectos
genotoxicos de plantas medicinales y/o productos fitoterapéuticos sobre el ADN
genomico. ¢Esto indica qué érganos vegetales deben conocerse primero? Si
quieres estudiar el latex, lo mejor es obtenerlo directamente de las plantas.
2.4.4.Electroforesis en gel agarosa

Es uno de los métodos mas utilizados para el analisis y caracterizacion de acidos

nucleicos de diversas fuentes. De esta forma, las moléculas de ADN migraran de
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forma diferente en el gel de agarosa mediante electroforesis. De manera similar,
el tamafio del ADN se puede calcular utilizando marcadores de peso molecular
(fragmentos de ADN de tamafio conocido). Para comprobar el progreso de la
separacion molecular, estas moléculas de la matriz deben tefiirse con diferentes
tintes, creando un modelo de los fragmentos. Estos procedimientos facilitan la
visualizacién de separaciones moleculares como bandas simples que seran
analizadas e interpretadas mas adelante. En la electroforesis horizontal se suele
trabajar con ADN o ARN, mientras que con la electroforesis vertical se analizan
moléculas de ADN y proteinas. El analisis de proteinas y también la electroforesis
de campo pulsado se utilizan a menudo para separar fragmentos muy grandes de
ADN genomico. En particular, la combinacion con otras tecnologias como la PCR
y la hibridacién ha ayudado mucho en el ambito de la salud. Mediante esta
tecnologia es posible visualizar las bandas de ARN o ADN de patdgenos,
visualizar nuevas proteinas, mutaciones o detectar cambios a nivel genético, etc.
Una modificacion del “ensayo Comet” para la evaluacién de la genotoxicidad es el
“‘método Tomasevich”, esta prueba fue desarrollada por Miranda10 para
determinar in vitro los efectos genotéxicos de plantas medicinales y/o productos
fitoterapéuticos sobre el ADN gendmico. ¢Esto indica qué drganos vegetales
deben conocerse primero? Si quieres estudiar el latex, lo mejor es obtenerlo
directamente de las plantast’=334,

2.5. Espectrofotometria

Es una técnica analitica que permite determinar la concentracion de una sustancia
en una solucion, esto se basa puesto que las moléculas logran absorber
radiaciones electromagnéticas, a su vez también dependera de la capacidad de
luz que absorbe. Para lo cual se utiliza tipo de longitud de onda donde la sustancia
ha presentado una mayor cantidad absorbancia durante el barrido espectral. .
“La capacidad que tiene el ADN de absorber luz a una determinada longitud de
onda (A = 260nm) que permite el calculo de la concentracion de 4cidos nucleicos
de la muestra, si la densidad éptima (OD) es 1, corresponde a aproximadamente
50ug/ml de la cadena de ADN, entonces calculamos la concentracién de ADN que
tenemos en nuestras muestras, midiendo su absorbancia sin necesidad de una
curva patrén”e,

“El célculo se da entre las lecturas a 260nm y 280nm para hacer un estimado de
la pureza o evaluar la contaminacién de la preparacion del ADN. Esta relacion

debe estar entre los valores de 1,8 y 2,0. Si la muestra es pura; el primer método
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comunmente usado para la cuantificacion es la espectrofotometria. Las proteinas
tienen un maximo de absorcién a 280 (principalmente por residuos de triptéfano),

asi la lectura muestra algiin contaminante proteico™®.
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.  MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de ejecucion

La presente investigacion se desarroll6 en los siguientes recintos:

o En el laboratorio de Farmacognosia de la Facultad de Ciencias de la Salud
de la UNSCH, se realiz6 la marcha fitoquimica del extracto hidroalcoholico
mixto de las tres especies en estudio.

o En el “Centro de Investigacion en Biologia Molecular y Bioinformatica”
(CIBMB) de la Facultad de Ciencias Biologicas, se realiz6 la obtencion del
ADN gendmico de Escherichia coli y los ensayos de genotoxicidad.

3.2. Definicién de la poblacién y muestra

3.2.1.Poblacion

Estuvo conformada por las plantas aparentemente sanas de Cinchona spp “quina”

y Zingiber officinale “kiéon”, que crecen en zonas aledafas de la comunidad de San

Cristébal, Samugari, La Mar de Ayacucho; de Eucalyptus globulus “eucalipto”, que

crecen en las zonas aledafnas al distrito de Quinua, provincia de Huamanga en

Ayacucho.

3.2.2.Muestra

Un kilo de corteza Cinchona spp., y un kg de rizomas Zingiber officinale

recolectadas en zonas aledafias de la comunidad de San Cristébal, Samugari, La

Mar de Ayacucho y un kg hojas de Eucalyptus globulus fueron recolectadas en los

lugares aledarios al distrito de Quinua, provincia de Huamanga en Ayacucho.

3.2.3.Unidad de anélisis

Para el ensayo de contara con stock de 1500 ng/uL ADN de gendémico de

Escherichia coli.
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3.3. Procedimiento paralarecolecciéon de datos

3.3.1.Recoleccién y secado de la muestra vegetal

Corteza de Cinchona spp., hojas de Eucalyptus globulus y rizoma de Zingiber

officinale, se procedié a recolectar en horas de la mafiana, para luego llevar al

Laboratorio de Farmacognosia de la Facultad de Ciencias de la Salud, y al “Centro

de Investigacion en Biologia Molecular y Bioinformatica” de la Facultad de

Ciencias Biologicas de la UNSCH.

3.3.2.Elaboracién de extracto hidroalcohdlico mixto

Previa desecacion en sombra de la corteza de “quina”, las hojas del “eucalipto” y

los rizomas del “kion”, se procedié con la reduccion del tamafo de particulas

utilizando un mortero pre esterilizado hasta obtener un polvo fino. Se pesé 100

gramos de muestra de polvo seco de cada especie vegetal medicinal y éstas tres

se depositaron en una botella de vidrio ambar, agregando luego un 1.5 L de
solucién etanol 96° : agua (3 : 1), para macerarlo a lo largo de 7 dias agitando la
botella 2 veces al dia durante 15 min facilitando que la solucién del solvente se
distribuye uniformemente en la muestra. Transcurrido este periodo se paso6 por
papel filtro, obtenido el filtrado se llevé al evaporador rotatorio Buchi-3000, luego
se concentré en incubadora Memmert a 37°C. A partir de este concentrado se
realizo los ensayos fitoquimicos y las pruebas de genotoxicidad.
3.3.3.ldentificacién fitoquimica

Miranda (2002)*, describe los pasos para realizar el tamizaje fitoquimico con el

finde identificar a cada metabolito secundario presentes en la muestra del extracto.

Anexo 6.

3.3.4.Extraccion de ADN gendmico a partir de Escherichia coli

Inicialmente se reactivd la cepa de Escherichia coli en cado nutritivo,

seguidamente se sembr6 en agar nutritivo con la finalidad de obtener biomasa

microbiana y proceder a la obtencién del ADN gendmico. El protocolo se describe

a continuacion:

o Se ha vertido 400 pL de buffer TE 1X a un tubo eppendorf, para transferir
100 mg aproximadamente del cultivo joven de Escherichia coli, este tubo se
incubo en bafio Maria a 85° C durante 25 minutos.

o Se agreg6 lisozima (10 mg/mL) en volumen de 60 pL e incub6 a 37° C
durante 2 horas en bafio Maria.

o La mezcla de SDS/proteinasa K (75 pL SDS 10% + 5 yL PK 10 mg/mL) fue

vertida en el tubo e incubd por 15 minutos a 65° C.
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o Se afiadié 100 pyL NaCl 5 M mas 5 yuL de CTAB (N-cetil-N, N,N-Trimetil
bromuro de amonio) e incub6 a 65° C durante otros 15 minutos mas.

o La mezcla de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) en volumen de 750 pL,
fue vertida al tubo y homogenizé agitando suavemente, para luego
centrifugar 15 minutos a 14 000 rpm.

o Luego de la centrifugacion se formaron dos capas, trasvasando el
sobrenadante a otro tubo eppendorf.

o Se adicion6 600 pL isopropanol frio al 100%, luego se incub6 a temperatura
de -20° C durante toda la noche.

o Posteriormente se procedi6é a centrifugar a 14 000 rpm durante 15 minutos,
luego descartar el sobrenadante.

o Se lavé el sedimento con 1 mL de etanol (70%) agitando suavemente y
volvié a centrifugar a 14 000 rpm durante 10 min.

o Se elimind el sobrenadante y luego se rehidraté el sedimento con 50 uL de
agua bidestilada estéril.

o Afadiendo 1 pL ARNasa (20 mg/pL) se incubé a 37°C por 1 hora en bafio
Maria.

o Se procedid a guardar el ADN obtenido a — 20 °C hasta su posterior andlisis.

3.3.5.Prueba de genotoxicidad “in vitro”

Se desarrollé siguiendo el “método Tomasevich” (ensayo cometa modificado)

propuesto por Miranda®, el cual consta de las siguientes fases.

Etapa de la preparacion y cuantificacion de stock (ADN gendmico), para el

ensayo

Por espectrofotometria UV, fue cuantificado el ADN genémico de Escherichia coli,

preparando luego el stock de 1 500 ng/uL, volumen final de 200 pL, éste tubo para

cada ensayo®,

Fase de ensayo de genotoxicidad in vitro del extracto hidroalcohdlico de la

corteza de Cinchona spp, hojas de Eucalyptus globulus y zumo de rizoma

de Zingiber officinale, sobre el ADN gendmico del organismo en estudio

Se dispuso de una bateria de soluciones del extracto hidroalcohélico mixto de

Cinchona spp., Eucalyptus globulus y Zingiber officinale, con las siguientes

concentraciones: 5, 10, 25, 50 y 100 mg/mL, cada uno.

Asi mismo, se usé como “control negativo” el ADN gendmico puro sin tratamiento

con el extracto, como “blanco” el extracto hidroalcohdlico mixto a la mayor

concentracién (100 mg/mL) y para el “descarte de nucleasas”, otro tubo con 14 L
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de ADN mas 6 pL con extracto hidroalcohdlico mixto a 10 mg/mL y 6 pL de la
enzima proteinasa K.

Tabla 1. Elaboracién de la mezcla para en ensayo de genotoxicidad in vitro

Condiciones Mezclas para el ensayo de genotoxicidad in vitro
8 7 8
Blanco Control PK

N° de tubo 1 2 3 4 5

Stock de ADN (1500 ng/ul)

volumen en ul 14 14 14 14 14 - 14 14
Extracto (mg/mL) 5 10 25 50 100 100 - 100
(uL) 03 06 25 3 6 20 - 6
Proteinasa K - - 1,5 - - - - 6
Agua destilada 57 54 45 3 - - 6 -
Volumen total 20 20 20 20 20 20 20 25

Fuente: elaboracién propia.

Una vez preparada estas soluciones en sus respectivos tubos, se llevd ésta
bateria a incubar durante una hora a 37°C en bafio Maria.

Seguidamente, el gel de agarosa a 1% se dispuso en camara de electroforesis
marca Biometra, cargandose en cada pozo las siguientes mezclas: 2 pL de
colorante sefalizador de migracion mas 6 pL de la solucién para la prueba de
genotoxicidad in vitro, resultando volumen final de 8 pL.

Se conectd la cdmara de electroforesis al sistema de fuente de poder y
programando a 30 V (3 horas).

Etapa de la radiacién UV y visualizacién del efecto genotéxico

El gel de agarosa conteniendo las soluciones procesadas, fue sumergida en
solucién de bromuro de etidio (BrEt) al 1% (10 minutos), lavado con agua corriente
en dos ocasiones, con el fin de visualizar las bandas y/o fragmentos de ADN a
causa de la genotoxicidad, se instalé éste gel en radiacion de luz UV, dentro del
sistema transiluminador, para observar los resultados y registrar las imagenes con
camara fotografica®”.

Los productos de los ensayos de genotoxicidad fueron cuantificados visualmente
en relacion directa a la fluorescencia del bromuro de etidio que emiten las bandas
de los ADN que recibieron tratamiento, comparando cada uno de ellos, con la
fluorescencia de la banda del ADN “control negativo”, que no ha recibido ningun
tratamiento, no se uso6 ningun software.

Fase deinterpretacion y clasificacién del registro visual de genotoxicidad
Tomando en cuenta la clasificaciéon del “ensayo cometa” propuesto por Speit
(1995) y Collins (2004), en tesis de Mdnica Marisol Larrea Poma*’ (Tabla 2), se ha

designado los valores numéricos adecuados a los niveles de fragmentacién del
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ADN como producto de la actividad genotdxica, analizados en el registro
fotografico.

Tabla 2. Clasificacion de los niveles de fragmentacion del ADN, clasificados 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 fragmentacion de ADN entre 40 a 95%
4 fragmentacién de ADN > 95%

Fuente: Larrea Poma M., 2007

Todo este procedimiento se realizé con cuatro repeticiones, para la verificacion de los
resultados y la reproducibilidad del método de la evaluacion de la genotoxicidad. Siendo
factible la representacion visual del tamafio de banda de los tratamientos comparados con
la banda del control.

3.4. Andlisis de datos

Todos los datos obtenidos se agruparon para presentar en tablas, evidenciados
en las fotografias de los geles de agarosa que contenia los productos. La
genotoxicidad se proces6 mediante el paquete estadistico SPSS mediante la
prueba de Kruskal- Wallis para realizar la medicibn del porcentaje de
fragmentacién de mas de dos muestras independientes. Se consideré el valor de

p<0,05, como el nivel estadisticamente significativo*.
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IV. RESULTADOS
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Tabla 3. Identificacién de metabolitos secundarios del extracto hidroalcohdlico

mixto de la corteza de Cinchona spp. “quina”, hojas de Eucalyptus globulus

“eucalipto” y del rizoma Zingiber officinale “palillo”.

Metabolitos secundarios Ensayo Resultado Observaciones
Fenoles y/o taninos FeCls1 % +++ Coloracion
verde oscura
Taninos Gelatinal % ++ Formagon de
precipitado.
Flavonoides Shinoda + ColqraC|on
melén
Mayer +
. Formacién de
Alcaloides Dragendorff ~ ++ precipitado.
Wagner ++
Azlcares reductores precipitac 0.
: Formacion de
Benedict +++ e .
precipitado rojo.
Aminoacidos Ninhidrina - Precipitado
Triterpenos y/o esteroides Lieberman-
P y Buchard
Glicésidos cardiotonicos Kedde -
Lactonas y/o cumarinas Baljet + Colaglon rojo
marrén.
. Formacion de
++
Saponinas Espuma espuma.
Catequinas ++ Manchas de
color verde.

Leyenda: (+): leve; (++): moderado; (+++): abundante
Fuente: elaboracion propia.
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Figura 2. Ensayos de genotoxicidad in vitro del extracto hidroalcohdlico mixto de
Cinchona spp. “quina”, Eucalyptus globulus “eucalipto” y Zingiber officinale “kion”

frente al ADN de Escherichia coli.

Leyenda:

Carril M: Marcador de tamafio molecular 1kb (England biolabs)
Carril N° 1: extracto mixto (5 mg/mL)

Carril N° 2: extracto mixto (10 mg/mL)

Carril N° 3: extracto mixto (25 mg/mL)

Carril N° 4: extracto mixto (50 mg/mL)

Carril N° 5: extracto mixto (100 mg/mL)

Carril N° 6: extracto mixto (100 mg/mL), (blanco).

Carril N° 7: ADN puro (control)

Carril N° 8: extracto mixto (5 mg/mL) + proteinasa K
Carril N° 9: extracto mixto (10 mg/mL) + proteinasa K
Condiciones del sistema de electroforesis: 40 V, 150 min
Coloracién del ADN: bromuro de etidio (1%), 15 min
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Figura 3. Reproducibilidad del ensayo de genotoxicidad in vitro del extracto

hidroalcohélico mixto de Cinchona spp. “quina”, Eucalyptus globulus “eucalipto” y

Zingiber officinale “kion” frente al ADN de Escherichia coli.

Leyenda:

Carril M: Marcador de tamafio molecular 1kb (England biolabs)
Carril N° 1: extracto mixto (5 mg/mL)

Carril N° 2: extracto mixto (10 mg/mL)

Carril N° 3: extracto mixto (25 mg/mL)

Carril N° 4: extracto mixto (50 mg/mL)

Carril N° 5: extracto mixto (100 mg/mL)

Carril N° 6: extracto mixto (100 mg/mL) (blanco).

Carril N° 7: ADN puro (control)

Carril N° 8: extracto mixto (5 mg/mL) + proteinasa K
Carril N° 9: extracto mixto (10 mg/mL) + proteinasa K
Condiciones del sistema de electroforesis: 40 V, 150 min
Coloracién del ADN: bromuro de etidio (1%), 15 min
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Tabla 4. Valores numéricos del ensayo genotéxico in vitro del extracto
hidroalcohélico mixto de Cinchona spp. “quina”, Eucaliptus globulus “eucalipto” y
Zyngiber officinale “kion” frente al ADN de Escherichia coli a concentraciones de

5, 10, 25, 50 y 100 mg/mL, respectivamente, incubado a 37 °C durante una hora.

Niveles de fragmentacién
Extracto hidroalcohodlico mixto.

Condiciones

Temperatura Tiempo Concentracion en mg/mL
°C) (hora) 5 10 25 50 100
1 2 3 3 4
1 2 3 3 4
87 ! 1 2 3 3 4
1 2 3 3 4

Fuente: elaboracion propia.
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Figura 4. Ensayo de Kruskzal-Wallis para la genotoxicidad in vitro del extracto
hidroalcohélico mixto de Cinchona spp. “quina”, Eucalyptus globulus “eucalipto” y
Zingiber officinale “kion”, a concentraciones de 5, 10, 25, 50 y 100 mg/mL, frente
al ADN Escherichia coli, incubado a 37°C a por el tiempo de una hora. CIBMB-
UNSCH. Ayacucho 2019.
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V. DISCUSION

Desde tiempos inmemoriales se han utilizado las plantas por sus propiedades
medicinales, este conocimiento fue transmitido a través de generaciones los
cuales tuvieron un impacto para el tratamiento de los principales problemas de
salud, su uso tradicional de plantas medicinales se manifiesta con mayor énfasis
en los pueblos andinos y amazdnicos, el uso desmedido de extractos estaria
propensos a ser afectado, puesto que, aun no se ha logrado caracterizar los
componentes quimicos presentes, siendo estos los responsables de las

propiedades terapéuticas, como también podrian generar efectos tdxicos.

La tabla 3, reporta que el extracto hidroalcohdlico mixto evidencia presencia en
abundancia (+++) de compuestos fendlicos y azlcares reductores; presencia
moderada (++) de taninos, alcaloides, saponinas y catequinas; presencia leve (+)
de flavonoides, lactonas y/o cumarinas. Los resultados obtenidos concuerdan con
lo reportado por Shala & Gururani*?, quién a partir de las hojas de Eucalyptus
globulus L. “eucalipto”, ha identificado terpenos, monoterpenos, sesquiterpenos,
sobresaliendo los compuestos de acidos fendlicos y derivados glicosilados,
flavonoides y derivados glucosilados; asimismo, Pan et al.*?, caracteriz6
compuesto como 4cidos fendlicos derivados del acido cinamico, ferulico y cafeico;
derivados glicosilados del kaempferol, quercetina y apigenina. En caso de la
Zingiber. officinale “kion”, Shalaby et al.**, ha identificado compuestos fendlicos y
flavonoides, azlcares reductores y taninos; asimismo, Tohma et al.**, caracterizé
a la curcumina, acido ferdlico, cafeico y siringico; quercetina. Por otro lado, la
Chinchona spp., es una especie vegetal que presentan diversas variedades de
alcaloides, tal como menciona Morauer & Ganzera®, quien identificd

dihidroquinidina, quinina, quinidina, cinconidina y cinconina.
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La fotografia en la figura 2, corresponde al ensayo de genotoxicidad in vitro de
extracto hidroalcohdlico mixto de Cinchona spp. “quina”, Eucalyptus globulus
“eucalipto” y Zingiber officinale “kion” frente al ADN de Escherichia coli. Este gel
de agarosa que contiene los productos de los ensayos, al encontrarse dentro del
equipo de transiluminador, hace que los fotones de la luz ultravioleta generen la
fluorescencia del bromuro de etidio, que, al haberse intercalado entre los pares de
bases nitrogenadas del ADN, revela la integridad y concentracion de la
macromolécula; por tanto, la intensidad de la luz esta directamente relacionado a
la concentracién del ADN; mientras que, si los bordes de las bandas estan bien
delimitadas denotan que la molécula de ADN se encuentra integro, caso contrario
nos esta sefialando que la molécula de ADN ha sido fragmentada en diversos
tamafios mas pequefios.

En este contexto, el carril M, corresponde al indicador del tamafio molecular de
1kb, muestra diversas bandas de ADN separadas y bien definidas entre si. El carril
1, es del ADN tratado con 5 mg/mL del extracto mixto (EM), lo que muestra una
fragmentacion ADN entre 5 al 20%. El carril 2, el ADN fue sometido a 10 mg/mL
del EM, muestra la fragmentacién del ADN entre 20 al 40%. Los carriles 3 y 4,
corresponden a las concentraciones de 25 y 50 mg/mL del EM, respectivamente,
en ambos tratamientos se determiné que el ADN fue fragmentado de 40 - 95%. La
muestra del carril 5, corresponde al tratamiento del ADN con la concentracién de
100 mg/mL de EM, el mismo generé la fragmentacién por encima del 95% del
ADN.

El carril 6, corresponde a la corrida del EM a concentracion de 100 mg/mL, se
observa que no hay presencia de ADN proveniente de las plantas en estudio, que,
de ser asi, podria generar confusion en la interpretacién de los resultados, esto
nos sirve como “blanco”. El carril 7, es la corrida del ADN sin tratamiento alguno,
que se utiliza como “control” con el fin de ver la cantidad de ADN en comparacion
con cada uno de los que hayan recibido tratamiento con el EM. Los carriles 8y 9,
nos indica la corrida del ADN sometido con el EM de 5y 10 mg/mL, en adicién con
la enzima proteinasa K, lo que determina una fragmentacion de 5 a 20% y entre
20 a 40%, respectivamente, confirmando que el efecto genotdxico es por accion
de los metabolitos secundarios presentes en el extracto mixto, pero no es por
accion de las probables nucleasas que se encontrarian en los extractos de las

plantas medicinales en estudio.
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La figura 3, es la fotografia de la prueba repetida de genotoxicidad in vitro del
extracto hidroalcohodlico mixto de Cinchona spp. “quina”, Eucalyptus globulus
“eucalipto” y Zingeber officinale “kion” frente al ADN de Escherichia coli, puesto
gue, de esta manera se verifica que el efecto genotoxico se aprecia en términos
similares al anterior ensayo, ratificando la reproducibilidad de la metodologia y
resultados del ensayo genotoxico in vitro del extracto hidroalcohdlico mixto frente
al ADN gendmico de Escherichia coli.

Los porcentajes de fragmentacion que resultan en las figuras 2 y 3, fueron
determinados mediante clasificacion de los niveles de fragmentacion del ADN por
registro visual valores numéricos de la tabla 4 haciendo uso de la escala de la
tabla 2, el cual indica que mientras mayor es el nimero de clase, mayor seré el
porcentaje de fragmentacién. Los resultados también se corroboraron mediante
un estadistico de prueba de Kruskal — Wallis, que siendo una prueba no
paramétrica mide diferencias o similitudes entre grupos, siendo el resultado la
figura 4, resultando el rechazo de la hip6tesis nula (Ho) y se acepta la hipétesis
alterna (H.), lo que corresponde que al menos una mediana de la clase presenta
diferencias significativas; es decir, que al menos una concentracion del tratamiento
tiene comportamiento genotédxico diferente, concluyendo que el efecto genotéxico
del EM es directamente proporcional a la concentracion del mismo, por lo que a
mayor concentracion serd mayor el efecto genotéxico. Las letras iguales no
difieren significativamente (a=0.05). Las concentraciones 25, 50 y 100 mg/mL del
extracto mixto de las pantas medicinales con los que se dio en el tratamiento al
ADN gendmico de Escherichia coli, no difieren significativamente.

En la familia Zingiberaceae, Cosquillo et al.*®, reporté que el extracto crudo y el
etandlico obtenido de los rizomas de C. longa, fragmentaron en un 40 y 95% del
ADN gendmico humano, a concentraciones de 50 y 100 mg/mL, respectivamente;
concluyendo que los rizomas de C. longa, presenta efecto genotoxico sobre ADN
humano. Con respecto a otros estudios del efecto genotdxico tenemos a Marca
P1€, quien evalud el efecto genotdxico in vitro del zumo del bulbo de Allium sativum
L. “ajo” frente al ADN de Staphylococcus sp., donde el porcentaje de
fraccionamiento del ADN fue directamente proporcional a la concentracion del
extracto (5, 10, 50, 100 mg/mL), manifestando una potente actividad genotoxica.
Del mismo modo, Ataucusi V!, también evalu6é el efecto genotéxico in vitro
obtenido de un extracto extracto hidroalcohdlico de hojas y tallos de Clinopodium

brevicalix Epl. “urqu mufa” sobre el ADN humano, donde se evidenci6
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fraccionamiento del ADN a partir de las concentraciones de 25 — 500 mg/mL,
siendo la fragmentacion dependiente de la concentracion. También, Beizaga G*°,
desarrollo extractos hidroalcohélicos de hojas y tallos de Artemisia absinthium L.
“ajenjo”, con respecto al ADN humano y de la Escherichia coli; concluyendo
también que su efecto genotdxico fue dependiente de la concentracion del
extracto. Gadano et al.*’, evalud el efecto de la decoccion de sus hojas, se evalu6
efecto genotdxico sobre linfocitos humanos, concluyéndose a través de los
ensayos realizados que el extracto a diferentes concentraciones (1, 10, 100, 100
pug/mL), influye negativamente sobre el indice mitético. Las especies vegetales
para realizar las comparaciones fueron seleccionadas de acuerdo al uso comun
gue se dan en medicina tradicional en el &mbito regional, por lo que, se puede
evidenciar que estas especies presentan un efecto genotoxico dependiente de la
concentracion y ante uso discriminado de estas especies podrian acarrear
problemas de salud que en uso prolongado podria a llegar a ser toxicos.

Por otro lado, también se evidenciaron que el efecto genotéxico de algunas
especies vegetales es provocado por el exudado de plantas como el caso del latex
de Argemone mexicana L. “cardo santo”, que a una concentracion de 50 y 100%
presentaron una fragmentaciéon del 100% sobre el ADN genémico humano, siendo
estadisticamente significativo*®, del mismo el latex de Carica papaya L. “papaya”,
a concentraciones del 5 - 100%, demostré un efecto genotdxico potente sobre el
ADN (humano) in vitro*®. En ambos casos concluyeron que los metabolitos
secundarios presentes en el latex fueron los responsables del efecto, en ambas
muestras se identificaron alcaloides, saponinas y lactonas/cumarinas en gran
abundancia. De esta manera podemos inferir que probablemente los metabolitos
secundarios presentes en grandes cantidades podrian actuar afectando el ADN al
cual se le es expuesto.

El mecanismo de genotoxicidad que se podria dar, se debe en esencia a los
fitoquimicos presentes en las plantas que a diferencia de cumplir ciertas
propiedades terapéuticas, en dosis determinadas podria desencadenar problemas
negativo, tal como menciona Demma et al.2, que en su estudio de genotoxicidad
se le atribuy6 el efecto a los flavonoides, como también a las naftoquinonas y
cumarinas que podrian ser responsables de generar dafio genotdxico a altas
concentraciones; asi mismo, Carvalho et al.*, indica que los flavonoides a pesar
de ser agentes antioxidantes, también son responsables del efecto genotoxico por

mecanismo que es por la presencia de una sustitucién del tipo (OOH) en el
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carbono 7 y 3, pertenecientes al anillo A y B, respectivamente, estas sustituciones
brindan caracteristicas genotoéxicas, sin embargo, aln se necesitan estudios mas
exhaustivos para lograr corroborar esta afirmacién. Del mismo modo un estudio
desarrollado por Sugisawa & Umegaki®!, evidenciaron que el epigalocatequina
indujo a un dafio cromosémico sobre células WIL2-NS a 100 umol/L, el cual
explica que un flavonoide podria actuar como prooxidante in vitro se debe a las
condiciones en la que se ha estudiado, puesto que se expuso a un amplio
suministro de oxigeno disuelto del medio, sin embargo, es necesario desarrollar
mayores investigaciones para confirmar la aseveracion.

Entre otros compuestos fendlicos se ha identificado a los acidos hidroxicinamicos
que presentaron un efecto prooxidante con efecto dafiino sobre el ADN, tal cual
menciona Zheng et al.*?, del mismo modo el &acido gdlico (derivado del &cido
benzoico), presentd mayo efecto prooxidante mayor en comparacion con el acido
rosmarinico y cafeico, esto se debe a que por un mecanismo llegan a formar
radicales como la semiquinona y el superéxido, los cuales son altamente reactivas
y llegarian a dafiar macromoléculas como los acidos nucleicos 2.

Con respecto a otros fitoquimicos se describen a las saponinas, en un estudio
desarrollado por Liu et al.>*, evidenciando dafio sinérgico del ADN y también
mutaciones cromosémicas in vitro. Los alcaloides de nucleo pirrolizidina (PA),
segun Chen et al.>®, evidenciaron ser genotéxicos y mutagénicos in vivo e in vitro,
se describe que se debe a que inducen a las rupturas de las cadenas de ADN,
evaluadas sobre células hepaticas. Asimismo, Henriques et al.%¢, también reporta
gue los alcaloides como la boldina, reserpina, queleretrina, voacristina y
skimmianina presentan estudios en las cuales han presentado efecto genotoxico.
Estos estudios y entre otros, nos indican que ciertos fitoquimicos presentes en las
plantas podrian desencadenar efectos genotéxicos por mecanismos
determinados, a su vez generar dafios mutagénicos y/o cromosdémicos, sin
embargo, los resultados obtenidos son una base para desarrollar estudios que
determinen con exactitud los agentes quimicos que desarrollan el efecto
genotodxico, a su vez, segun el tamizaje del extracto mixto realizado hay presencia
de alcaloides, flavonoides, saponinas, cumarinas, etc., por lo que podria indicar
que estos metabolitos en accion sinérgica podria ser responsables de la
fragmentacion del ADN de la Escherichia coli.

Es de amplio conocimiento que los compuestos fendlicos como los acidos

fendlicos y los flavonoides son conocidos por sus efectos positivos sobre la salud
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por sus efectos antioxidantes e incluso anticancerigenas®®; no obstante, se ha
mencionado que hay estudios que lo han determinado con efectos prooxidantes
lo cual podria desencadenar un efecto dafiino sobre las macromoléculas, en
especifico sobre el material genético, desarrollando un efecto genotoxico, por lo
gue es de gran necesidad determinar la concentracion minima téxica e identificar
a los metabolitos secundarios presentes en los extractos obtenidos de las
diferentes partes de las plantas de amplio uso en medicina tradicional.

En consecuencia, el efecto genotdxico del extracto hidroalcohélico mixto de
Cinchona spp. “quina”, Eucalyptus globulus “eucalipto” y Zingiber officinale “kion”
frente al ADN de Escherichia coli, se debe probablemente a los metabolitos
secundarios presentes en el extracto, tal como se identific6 en el tamizaje
fitoquimico (tabla 3), donde se identificaron alcaloides, fenoles, taninos, azlcares
reductores, lactonas, saponinas y catequinas. Del mismo se determind que el
efecto genotoxico no es por accidn de las nucleasas que podrian estar presente
en el extracto, puesto que fueron sometidas a la enzima proteinasa K durante una

hora de incubacion.
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VI. CONCLUSIONES

El extracto hidroalcohdlico mixto de corteza de Cinchona spp., hojas de
Eucalyptus globulus y del rizoma Zingiber officinale presentaron efecto

genotoxico in vitro frente al ADN gendmico de Escherichia coli.

A partir del extracto hidroalcohdlico mixto se ha determinado la presencia
compuestos fendlicos, azlucares reductorestaninos, alcaloides, saponinas y

catequinas, flavonoides, lactonas y/o cumarinas.

El extracto hidroalcohdlico mixto de corteza de Cinchona spp., hojas de
Eucalyptus globulus y del rizoma Zingiber officinale, ha generado
genotoxicidad in vitro con los siguientes porcentajes de fraccionamiento en
el ADN de Escherichia coli: a 5 mg/mL entre 5 al 20%, a 10 mg/mL entre 20
al 40%; 25y 50 mg/mL, respectivamente, entre 40 al 95% y finalmente a 100
mg/mL generd el fraccionamiento por encima del 95% del ADN Escherichia

coli.
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VIl. RECOMENDACIONES

Se deberia realizar estudios de toxicidad cronica y subcronica, de esta
manera establecer intervalos de dosis segura o toxica de los extractos en

experimentacion.

Corroborar los resultados de genotoxicidad en ensayos in vivo, para
complementar los resultados de los estudios toxicolégicos y determinar el

rango de seguridad de los extractos.
Realizar estudio de citotoxicidad, determinando la relacion existente en el
dafio genotoxico y citotoxico.

Realizar estudios especificos con el HPLC acoplado a espectrofotometro de
masas o resonancia magnética, con el fin de caracterizar los compuestos
guimicos para identificar a los agentes responsables del fraccionamiento de

ADN, mediante aislamientos estos mismos.
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Anexo 1. Constancia de la clasificacion taxonémica de la especie vegetal
Cinchona spp “quina”.

CONSTANCIA

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

Que, la Bach. en Farmacia y Bioguimica, Srta. Christel Annie, RIVERA
GUTIERREZ, ha solicitado la identificacion de una muestra vegetal para trabajo

de tesis.

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

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA
CLASE : MAGNOLIOPSIDA
SUB CLASE : ASTERIDAE
ORDEN : RUBIALES

FAMILIA : RUBIACEAE
GENERO : Cinchona

ESPECIE : Cinchona spp..

(VATS : “guina”, “cascarilla”

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

Ayacucho, 24 de Setiembre del 2 023,
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Anexo 2. Constancia de la clasificacion taxonémica de la especie vegetal
Eucaliptus globulus Labill. “eucalipto”.

CONSTANCIA

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

Que, la Bach. en Farmacia y Bioquimica, Srta. Christel Annie, RIVERA
GUTIERREZ, ha solicitado la identificacién de una muestra vegetal para trabajo
de tesis.

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

DIVISION ! MAGNOLIOPHYTA

CLASE ' MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE : ROSIDAE

ORDEN ! MYRTALES

FAMILIA : MYRTACEAE

GENERO : Eucalyptus

ESPECIE - Eucalyptus globulus Labill.
N.V. ; “eucalipto”,

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

Ayacucho, 24 de Setiembre del 2 023.

e —

AURA .a;cnsme MEDINA

BIOLOGA
1ag. C.B.P. N° 583 CR.- XTIl
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Anexo 3. Constancia de la clasificacion taxondémica de la especie vegetal de
Zingiber officinale “kion”.

CONSTANCIA

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

Que, la Bachiller en Farmacia y Bioguimica, Srta. Christel Annie, RIVERA
GUTIERREZ, ha solicitado la identificacidn de una muestra vegetal para trabajo

de tesis.

Dicha muestra ha sido estudiada y determinada segin el Sistema de
Clasificacion de Cronquist. A. 198B. Siendo su taxonomia el siguiente:

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA
CLASE 1 LILIOPSIDA

SUB CLASE : ZINGIEERIDAE

ORDEN ; ZINGIBERALES
FAMILIA ! ZINGIBERACEAE
GENERO - Zingiber

ESPECIE : Zingiber officinale Roscoe
N.V. : “Kién" , “jengibre”

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

Ayacucho, 24 de Setiembre del 2023

""""""" B,

" AURA AUCASIVE MEGRA
!lﬁLOEAHEmHA
" CBP.N°583 CR, - xqpy
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Anexo 4. Constancia de la ponencia del articulo cientifico: “Metodologia para la

determinacion del efecto genotodxico in vitro de plantas medicinales y/o productos

fitoterapéuticos.

SEP

SECRETARIA DE
EDUCACION PUBLICA

Institato Politéenico Nacional
“La'Téenicn ol Servicin de la Patris®

. Instituto Politécnico Nacional Y 2
}m \ Hshz Centro Interdisciplinario de Investigacién para el Desarrollo Integral Regional Unidad Durango ¥
FYDURANGO

Sociedad Latinoamericana de Farmacogenémica y Medicina Personalizada fsﬂlnili.\%
0
0 N Congreso Latinoamericano Otorgan la presente
Durango, Dgo, Mévko
ot de Latroamirka”

CONSTANCIA

o: TOMAS YURET MIRANDA TOMASEVICH

Autor del trabajo:
“Método Tomasevich: para Determinar el Efecto Genotéxico /n Vitro de Plantas
Medicinales y/o Productos Fitoterapéuticos”
Clave:TXG808
Por su participacién en la sesién de posters en el
2do Congreso Latinoamericano de Farmacogenémica y Medicina Personalizada
Realizado en Durango, Dgo., Méyico, del 25 al 28 de octubre de 2017

uf,/

Dr. IsmaellLayes-Asseff
Presidente del Comité Organizador

Dr. E:mw_o Sanchez Ortiz
Director de CIIDIR IPN Unidad Durango
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Anexo 5. Flujograma general de trabajo-

1 kg Corteza Cinchona spp.
1 kg hojas de Eucalyptus globulus

1 kg de rizomas Zingiber officinale

Reduccidén del tamafio de
particulas.

Identificacion taxondmica.

Extraccion hidroalcohdlica
por maceracion.

Concetracion del extracto
mixto.

Efecto genotdxico
"Método Tomasevich"

Tamizaje fitoquimico

Preparacién de EM:
5,10, 25, 50 y 100 mg/mL

Exposicén del EM sobre el
ADN gendmico de E. coli

Observacion del efecto
genotoxico.
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Anexo 6. Procedimiento realizado para el tamizaje fitoquimico.

Ensayo

Reactivos

Caracteristica positiva

Cloruro Férrico

2mL de muestra + 3 gotas cloruro
férrico

- Rojo — vino (comp. fendlicos).
- Verde - intenso (taninos
pirocatecdlicos)

2mL de muestra + 4 gotas de HCI

Coloracién amarrillo, naranja,

Shinoda + pedazo de Mg. carmelita o rojo.
Azucares 2mL de muestra + 4 gotas de L .
reductores solucion benedict en bafio maria Coloracion naranja.
Benedict
Aminoéacidos 2mL de muestra + 2mL de Color azul violaceo
Ninhidrina ninhidrina al 2% en bafio maria )
2mL de muestra + 1mL de - Rosado — azul rapido
Terpenos anhidrido acético + gotas de acido - Verde intenso — visible rapido
sulfdrico - Verde oscuro — negro final
. 2mL de muestra + 10mL agua Presencia de precipitado como
Resinas ) -
destilada opalescencia.
. - Presencia de opalescencia,
Mayer 2mL de muestra + HCl + reactivo turbidez definida o precipitado

de Mayer.

COpOosO.

57



Anexo 7. Proceso de preparacion del extracto hidroalcohdlico mixto de corteza de Cinchona spp., hojas de Eucalyptus globulus y del

rizoma Zingiber officinale.

Obtencién de la muestra

Reduccién del tamarfo

58

Extracto hidroalcohdélico mixto

Leyenda

(a): corteza de Cinchona
spp

(b): hojas de Eucalyptus
globulus

(c): rizoma Zingiber
officinale



Anexo 8. Tamizaje fitoquimico del extracto mixto de corteza de Cinchona spp.,
hojas de Eucalyptus globulus y del rizoma Zingiber officinale.
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Anexo 9. Protocolo para la determinacién del efecto genotéxico in vitro mediante electroforesis, propuesto por Miranda T.

Reactivos — Extraccion del. — Cuantificaciéon del ADN de E.coli — Centrifugado
ADN de E. coli
N . S

Reg;tr:l Z:)tzigr(e)lflco Coloracién con €¢——— | Siembraengelde | @ Preparacion de las soluciones de trabajo
o quip bromuro de etidio agarosa a concentraciones diferentes
Biometra UV solo TS
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Anexo 10. Protocolo extraccion de ADN gendémico de Escherichia coli.

~ Obtener cultivo Incubar a 37°C x Colocar cultivo Inactivar a 85°C Agregar 60 ul de Aiiadir SDS/proteinasa K Incubar 65°C x 15
joven de bacterias 24 horas jovende E. colia X 25 minutos lisozima (10 mg/ml) 75ul SDS 10%+5ul PK minutos
tubo eppendorf 10mg/mi
o — o — o —
o —>
‘ L BANO MARIA BANO MARIA BANO MARIA
Afiadir 400ul de L
buffer TE 1X Incugarrlgr:;l X
Centrifugar a Descartar el Centrifugar a Rehidratar el
14000rpm x sobrenadante, agregar 14000rpm x 15 sedimento con Guardar a -70°C Agreaar 100ul NaCl 5M + 1ul de CTAB
15 minutos 1ml de etanol 70% minutos y descartar 4oul d%?:%‘a congeladora 2 gmcubar 65°C x 15 minutos
para

el sobrenadante

= I e l—u ¥
J

w
2

. Agregar 600ul de Trasvasar el Formacion de Agitar vigorosamente y Agregar 750ul de cloroformo: [ﬁ
Incubar a 20°C isopropanol sobrenadante dos capas centrifugar a 14000rpm x alcohol isoamilico (24:1) Homogenizar
x 1 hora helado al 100% 15 minutos
A—\
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Anexo 11. Esquema del equipo de electroforesis-

Cinta adhesiva

molde abierto
de metacrilato

ul

No debe tocar
el fondo

Direccion del

movimiento
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Solucién tampdon
(buffer)

Fuente de energia eléctrica

@ electrodo

Tanque de electroforesis



Anexo 12. Matriz de consistencia.

TITULO PROBLEMA OBJETIVO HIPOTESIS MARCO TEORICO VARIABLES METODOLOGIA

Efecto ¢Tendra efecto  Objetivo General: El extracto e Antecedentes Variable independiente: Tipo de investigacion:

genotoxico del genotéxico el Determinar la hidroalcohdlico e Cinchona spp Extracto hidroalcohdlico  Basica, experimental

extracto extracto genotoxicidad del mixto de la “quina”, mixto de corteza de Definicion de la poblacion y muestra.

hidroalcohélico  hidroalcohélico  extracto hidroalcohdlico corteza de Eucalyptus Cinchona spp., hojas de Poblacién:

mixto de mixto de mixto de corteza de Cinchona spp, globulus y Zingiber ~ Eucalyptus globulus y. Estuvo conformada por las plantas aparentemente

Cinchona spp., Cinchona spp., Cinchona spp., hojas de hojas de officinale “kién”. zumo de rizoma de sanas de Cinchona spp “quina”y Zingiber officinale

Eucalyptus Eucalyptus Eucalyptus globulus y Eucalyptus « Clasificacion Zingiber officinale. “kion”, que crecen en zonas aledafias de la

globulus y globulus y del rizoma Zingiber globulus y zumo taxonomica, Indicador: comunidad de San Cristébal, Samugari, La Mar de

Zingiber Zingiber officinale frente al ADN de rizoma de héabitat y e Concentracion mg/mL Ayacucho; de Eucalyptus globulus “eucalipto”, que

officinale officinale frente  genomico de Zingiber distribucion. miv del extracto  crecen en las zonas aledafias al distrito de Quinua

frente al ADN al ADN de Escherichia coli. officinale, e Acidos nucleicos obtenido en Ayacucho.

de Escherichia  Escherichia Objetivos Especificos:  presentan « Toxicidad y Variable dependiente: Muestra:

coli. coli? o |dentificar los genotoxicidad in genotoxicidad e Efecto genotéxico in Unkgde corteza Cinchona spp., y un kg de rizomas
metabolitos viro frente al Evaluacién de vitro frente a ADN Zingiber officinale recolectadas en zonas aledafias
secundarios ADN genomico genotoxicidad. genémico de de la comunidad de San Cristobal, Samugari, La
presentes en el de Escherichia Ensayos del Escherichia coli. Mar de Ayacucho y un kg hojas de Eucalyptus
extracto coli. cometa Indicador: globulus fueron recolectadas en los lugares
hidroalcohdlico mixto e Electroforesis en ® Grado de fragmentacion aledafios al distrito de Quinua en Ayacucho.
de la corteza de del Acido Métodos instrumentales:

Cinchona spp., hojas
de Eucalyptus
globulus” y del rizoma
Zingiber officinale.

Evaluar la
genotoxicidad in vitro
del extracto mixto de

la corteza de
Cinchona spp., hojas
de Eucalyptus

globulus y del rizoma
Zingiber officinale.

gel de agarosa
e Espectrofotometria

desoxirribonucleico
(ADN) genémico de
Escherichia coli.

e Escala de valoracion
numérica: 0, 1, 2, 3y 4.

Para evaluar la genotoxicidad in vitro, se realizara
ensayos de electroforesis de los productos del ADN
sometidos a los extractos hidroalcohélicos mixtos a
diferentes concentraciones.

Anédlisis estadisticos:

Los datos seran agrupados y presentados en
tablas, expresados en registros fotograficos y
figuras que explican mejor los hallazgos. El dafio
genotéxico se evaluard mediante el paquete
estadistico SPSS, se utilizara la prueba de Kruskal-
Walllis para medir el porcentaje de fragmentacion
de més de dos muestras independientes. El valor
de p=<0,05, se considerara como el nivel
estadisticamente significativo Hernandez.

Fuente: elaboracion propia.
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ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS

RESOLUCION DECANAL N° 1235-2024-UNSCH-FCSA-D
BACHILLER: Christel Annie RIVERA GUTIERREZ

En la ciudad de Ayacucho, siendo las ocho y doce de la mafiana del dia veintidds del mes
de noviembre del afio dos mil veinticuatro, se reunieron en el auditérium de la Facultad
de Ciencias de la Salud los docentes miembros del jurado evaluador, para el acto de
sustentacion del trabajo de tesis titulado Efecto genotéxico del extracto
hidroalcohélico mixto de Cinchona spp., Eucalyptus globulus y Zingiber officinale
frente al ADN de Escherichia coli., presentado por Christel Annie RIVERA GUTIERREZ,
para optar el titulo profesional de Quimico Farmacéutico. El jurado evaluador esta
conformado por:

Presidente (Decano) : Prof. Marco R. Aronés Jara (delegado por el Decano)

Jurados : Prof. Marco R. Aronés Jara

: Prof. Osmar H. Huaraca Cardenas
4to jurado : Prof. Mdnica Gdmez Quispe
Asesor : Prof. Emilio G. Ramirez Roca

Secretario Docente : Prof. Daniel Santiago Chavez

Con el quorum de reglamento se dio inicio a la sustentacion de tesis, el presidente de la
comision pide al secretario docente dar lectura a los documentos presentados por el
recurrente, resolucién decanal y algunas indicaciones al sustentante.

Da inicio la exposicion el Bachiller: Christel Annie RIVERA GUTIERREZ y una vez
concluida, el presidente de la comisién 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 calificacion.

RESULTADOS DE LA EVALUACION FINAL

Bachiller: Christel Annie RIVERA GUTIERREZ

JURADOS Texto | Exposicion | Preguntas | P.Final
Prof. Marco R. Aronés Jara 16 16 16 16
Prof. Osmar H. Huaraca Cardenas 17 16 15 16
Prof. Mdnica Gomez Quispe 17 16 15 16
PROMEDIO FINAL

De la evaluacion realizada por los miembros del jurado calificador, llegaron al siguiente
resultado: Aprobar al Bachiller: Christel Annie RIVERA GUTIERREZ; quien obtuvo la nota



final de dieciséis (16) para la cual los miembros del jurado evaluador firman al pie del
presente, siendo las 9:40 am de la mafiana, se da por concluido el presente acto
académico.

sl

“Marco R./Aronés Jara

Prof. Ostha# H. Huaraca Cardenas
Jurado 2

44;/ / ;7
Prof. Nénica G6@€z Quispe Prof-Efnilio G. Ramirez Roca
4to Jurddo Asesor

Prof. Daniel Santiago Chavez
Secretario docente

- M@&rco R./AronéSJdara



UNSC FACULTAD DE ESCUELA PROFESIONAL DE
7 | CIENCIAS DE LA SALUD FARMACIA Y BIOQUIMICA

CONSTANCIA DE ORIGINALIDAD SEGUNDA INSTANCIA:

TESIS DE PREGRADO
(C°60-2024-EPFB-UNSCH)

La que suscribe, directora de escuela y docente instructor en segunda
instancia de Tesis de Pregrado, luego de verificar la originalidad de la
tesis de la Escuela profesional de Farmacia y bioquimica de la Facultad
de Ciencias de la Salud, en representacion de la decana y delegada por
Resolucion Decanal N° 077-2021-UNSCH-FCSA/D, deja constancia que
el trabajo de tesis titulado:

Efecto genotoxico del extracto hidroalcohdlico mixto de Cinchona spp.,
Eucalyptus globulus y Zingiber officinale frente al ADN de Escherichia
coli.

Para optar el titulo profesional de: QUIMICO FARMACEUTICO
PRESENTADO POR: Bach. Christel Annie RIVERA GUTIERREZ

Ha sido sometido al analisis mediante el sistema TURNITIN concluyendo
que presenta un porcentaje de 21% de indice de similitud.

Por lo que, de acuerdo con el porcentaje establecido en el Articulo 13° del
Reglamento de Originalidad de Trabajos de investigacion de pregrado de

la UNSCH. Por tanto, ES PROCEDENTE conceder la Constancia de
originalidad en segunda instancia.

Ayacucho, 15 de noviembre del 2024

Docente. Thstructor
Segunda instancia

cc.
Archivo.
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Fecha de entrega: 15-nov-2024 12:10a.m. (UTC-0500)

Identificador de la entrega: 2520240653

Nombre del archivo: Tesis_de_Christel_Annie_RIVERA_GUTIERREZ.pdf (1.68M)
Total de palabras: 14570

Total de caracteres: 79946
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