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RESUMEN
Tradicionalmente algunas de las infecciones virales, principalmente las que afectan a
nivel de la piel, como las verrugas, han sido tratados con productos de origen vegetal; y
los estudios de genotoxicidad se orientan a evidenciar a qué nivel de organizacién del
ADN opera el dafio causado por los compuestos evaluados. Motivo por el que
realizamos el presente estudio teniendo como objetivo determinar el efecto genotdxico
“in vitro” del latex de plantas medicinales antiverrucosas Euphorbia pepius L. “leche
leche” y Ficus carica L. “higo”. Esta investigacion descriptiva, se desarrolldé en los
Laboratorios de Farmacognosia de la Escuela de Formacion Profesional de Farmacia y
Bioquimica, y el Centro de Investigacion en Biologia Molecular y Bioinformatica de la
Facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad Nacional de San Cristobal de
Huamanga, durante los meses de octubre del 2013 y marzo del 2014 en la ciudad de
Ayacucho. E! latex fue obtenido directamente de ia planta, realizando un corte del tallo
de Ia “leche leche” y base del fruto verde del “higo” (sicono), se realizé el tamizaje
fitoquimico, y la determinacién genotéxica del latex a diferentes concentraciones,
expuestos sobre el ADN gendémico de linfocito humano, mediante el “método
Tomasevich”, cuya estimacion del dafio genotéxico “in vitro” fue determinado mediante
electroforesis en gel de agarosa con bromuro de etidio y visualizado en radiacion de luz
ultra violeta, dentro del sistema de registrador de imagenes Biometra UVsolo TS vy
camara digital convencional. Los metabolitos secundarios identificados en latex “leche
leche” fueron: alcaloides, lactonas y/o cumarinas, fenoles y/o taninos, flavonoides,
saponinas y principios amargos y astringentes, y en latex de “higo” alcaloides, lactonas
y/o cumarinas, flavonoides y principios amargos y astringentes. El latex de Euphorbia
peplus L. “leche leche” como de Ficus carica L. “higo” presentaron una importante
actividad genotéxica sobre el ADN gendmico de linfocito humano, siendo a
concentraciones de 100% y 50% la mayor fragmentacién del ADN con réspecto a25%y
10%. Se concluye que el latex de plantas medicinales antiverrucosas Euphorbia peplus
L. “leche leche” y Ficus carica L. “higo” presentan efecto genotdxico “in vitro”, que
depende directamente de la concentracion del latex; mas no asi del tiempo de

incubacion.

Palabras clave: Genotoxicidad, ADN gendmico de linfocitos humano, Euphorbia peplus

L.y Ficus carica L.



I. INTRODUCCION

Uno de los problemas que la humanidad ha enfrentado durante su existencia
viene a ser las infecciones virales, tradicionalmente algunas de estas infecciones
principalmente las que afectan a nivel de la piel como las verrugas, han sido
tratados con productos de origen vegetal, que al mismo tiempo podrian
proporcionar una alternativa de solucion frente a este problema.

El uso de las plantas medicinales en la terapéutica requiere, al igual que los
productos sintéticos, de investigaciones previas y posteriores a su
comercializaciéon, donde sigan siendo observadas mediante estudios de
farmacovigilancia.’

Las pruebas de toxicidad se realizan con el fin de identificar posibles dafios para
el ser humano ya que, se han detectado que la Euphorbia peplus L.es uno de
una serie de plantas de lafamilia Euphorbiaceae que ha atraido la atencion
como un remedio casero para el cancer de piel debido a su savia lechosa. Sin
embargo, una encuesta realizada por Peplin Biotech de mas de 200 especies de
la familia Euphorbiaceae ha demostrado que sélo Euphorbia peplus L. tiene los
atributos deseados de eficacia anticancerigena in vitro e in vivo.?

Mientras tanto el latex del “higo” tiene un efecto irritante sobre la piel, debido a su
contenido en furocumarinas, por lo que se utiliza para ablandar y estimular los

callos, durezas y verrugas.®



Los compuestos genotdxicos producen efectos que pueden manifestarse en el
propio individuo o en su descendencia originando enfermedades genéticas.
Tales razones justifican que las investigaciones de genotoxicidad sean tan
necesarias y en este sentido se amplien los conocimientos de las plantas
medicinales antiverrucosas Euphorbia peplus L. “leche leche” y Ficus carica L.
‘higo” respecto a los posibles efectos sobre el acido desoxirribonucleico (ADN).3
En los ultimos afos estas pruebas para medir dafio a nivel primario del ADN, han
alcanzado gran importancia entre los analisis de genotoxicidad.”® Al latex de
estas plantas se le atribuye propiedades antimicética, anticancerigena, purgante
en pocas gotas, como bactericida, para extirpar verrugas, como cicatrizante de
heridas, como antiséptico, etc, las mismas que fueron demostradas por trabajos
de investigacion. Se emplea un sistema de ensayo a corto plazo in vitro
utilizando el ADN gendmico de linfocito humano como organismo para detectar

dafio genético.

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

presente trabajo se pretende desarrollar los siguientes objetivos:
Objetivo General:

e Determinar el efecto genotéxico in vitro de las plantas medicinales

antiverrucosas Euphorbia peplus L. “leche leche”y Ficus carica L. “higo”.
Objetivos Especificos:

¢ Identificar los metabolitos secundarios en el latex de Euphorbia peplus L.

“leche leche”y Ficus carica L. ‘higo”.

e Caracterizar el efecto de la genotoxicidad del latex de las plantas medicinales
antiverrucosas en estudio, con ensayos in vitro sobre el ADN gendmico de

linfocitos humano, detectado mediante electroforesis.



il. MARCO TEORICO
2.1 Antecedentes
Las plantas medicinales son utilizadas por billones de personas en la mayor
parte de los paises en vias de desarrollo, debido a la falta de asistencia de los
servicios de salud, su bajo costo y efectividad, asi como las creencias y
preferencias culturales.*
Rueda, 2012.° sefiala que una de las propiedades atribuidas y exitosamente
comprobadas clinicamente, en especies de plantas con latex, es su actividad
antitumoral y citotdxica.
Vega, 2006..° evalud el efecto citostatico del latex de Euphorbia peplus L. “leche
leche” y Ficus carica L. "higo” en el meristemo radicular de Allium cepa L.
“cebolla”; determinando mediante el método de la variacion del indice mitético
con lectura entre 1000 a 3500 células por muestra, que segln la prueba de
Tukey la especie que tiene mayor efecto citostatico fue la Euphorbia peplus L.
(IM=0,00%), seguido de Ficus carica L. (IM=0,32%). El tiempo de tratamiento de
mayor actividad antimitética fue a las 8 horas con latex al 3% de Euphorbia
peplus L. “leche leche”, seguido del latex al 10% de “higo” a las 24 horas.
El tratamiento tradicional de las verrugas de la piel, también ha hecho uso de
otros productos naturales como lo realizado por Ayala y Miranda, 1992.," con

hemolinfa de Epicauta sp previa remocién de la corteza de la verruga con agujas



hipodérmicas estériles (sin necesidad de sangrar) que al cabo de 24 a 36 horas,
las formaciones verrucosas con menos de 5 mm de diametro, fueron
completamente disueltas o digeridas, lavaron con agua y jab6on observando
normal cicatrizacion a los 8 dias.

Yoc et al, 2012,% evaluaron la actividad biocida, citotdxica y genotdxica de
extractos de tres plantas medicinales de la familia Euphorbiaceae. El Unico
extracto que presentoé actividad inhibitoria in vitro significativo contra bacterias y
hongos fue Euphorbia lancifolia con una CIM de 1 mg/mL contra Bacillus subtilis
y Trichophyton mentagrophytes (p=0,0312). Para la determinacion de
citotoxicidad y genotoxicidad se utilizd el bioensayo de Allium cepa L. con
extracto de Cnidoscolus aconitifolius var. mansa, Cnidoscolus aconitifolius var.
estrella presentaron actividad citotbxica y genotoxica significativa a
concentraciones menores de 1 mg/mL (p<0,0001).

Siller et al, 2010,° realizaron un estudio randomizado en fase lla con PEEP005
(mebutato de ingenol, es un nuevo agente extraido de la planta Euphorbia
peplus L., conocida por sus efectos terapeuticos en carcinoma basocelular,
queratosis actinicas y verrugas); en gel se utiliza para el tratamiento topico de
carcinoma basocelular superficial, asi se realizd un estudio 60 pacientes con
diagnéstico clinico e histoldgico de carcinoma basocelular, con lesiones de 4-15
mm de diametro y un grosor de hasta 4 mm. Las lesiones fueron extirpadas el
dia 85 de tratamiento para realizar el examen histoldgico y tincion con HE en 10
a 50 secciones por lesion.

Llanes, 2009," evalué diferentes aspectos de la actividad inmunomoduladora de
24 extractos de 10 plantas de la familia Euphorbiaceae sobre células
mononucleares de sangre periférica (CMSP) de individuos sanos. Demostrando
que los veinticuatro extractos evaluados en este estudio presentd actividad

inmunomoduladora directa sobre CMSP y quince de ellos tenian la capacidad de



modular la actividad biolégica de la PHA, CHX o LPS sobre CMSP. Al menos
uno de los extractos de cada planta tienen aciividad directa sobre las CMSP o
modulan la actividad biolégica de los compuestos utilizados.

Craig, 2002.,% sefiala que el tratamiento topico de cancer de piel no melanoma;
los carcinomas de células basales (BCC) y los carcinomas de células escamosas
(SCC) son los canceres humanos mas comunes; planteando que como primera
aplicacion médica esta la Euphorbia peplus L. producto, es uno de una serie de
plantas de la familia Euphorbiaceae que ha atraido la atencién como un remedio
casero para el cancer de piel debido a su savia lechosa. Sin embargo, una
encuesta realizada por Peplin Biotech de mas de 200 especies de la
familia Euphorbiaceae ha demostrado que solo Euphorbia peplus L. tiene los
atributos deseados de eficacia anticancerigena in vitro e in vivo.

Chacua, 2010,° sefiala que el latex de los higos y de las hojas tiene un efecto
irritante sobre la piel, debido a su contenido en furocumarinas, por lo que se
utiliza para ablandar y estimular los callos, durezas y verrugas.

Itzic, 2008,"" sefiala que la utilizacion de la planta del higa, es un alimento
altamente energético, laxante, demulcente y baisamico. La ficina le confiere
propiedades antiinflamatorias y digestivas; también se utiliza para el tratamiento
de las afecciones respiratorias: resfriados, gripe, faringitis, bronquitis, enfisema,
asma; y otros como para la irritacién gastrointestinal, inflamaciones locales:
estomatitis, gingivititis, abscesos, fortinculos, quemaduras. El latex se emplea
popularmente como anti verrugoso.

Gaig et al, 2000,'* prepararon extractos de hojas y de tallos de Ficus benjamina
que se utilizaron para las pruebas cutdneas con alergia, IgE especifica
(enzimoinmunoanalisis) mediante Pharmacia CAP System y SDS-PAGE
immunoblofting para mostrar la presencia de proteinas fijadoras con masas

moleculares entre 8 y 42 kDa. Dando como resultado ciento un pacientes (29 %)



referian exposicién a Ficus benjamina o a otras especies de Ficus. Veintidés
pacientes (6,3 %) estaban sensibilizados a Ficus benjamina. La Ig E especifica
fue positiva en 4 de 10 pacientes {(enzimoinmunoanalisis) y en 2 de 19 (CAP-
System). De los 22 pacientes sensibles a Ficus benjamina, ocho estaban
sensibilizados a higo (tres con sintomas asociados), siete a kiwi (tres con.
sintomas) y dos a latex (uno con sintomas).

Silvers, 2012,™ evalué el estudio clinico de la actividad antifiingica del gel con
tocte, higo, dulcamara y salvia al aplicar en los rostros de los nifios con
Malassezia furfur (hongo), comprobandose que en la aplicacion del control
positivo con neo-nystasolona (crema antimicética), con aplicaciéon cada 24 horas
reduce en un (95,15%) de igual forma con el gel da 96,87% de efecto sobre
Malassezia furfur a los 15 dias de tratamiento.

Carballo et al, 2005, realizaron un estudio a nivel genotéxico de las plantas
medicinales: Chenopodium muitifidum L. (Chenopodiaceae); Lithraea molleoides
Vell. Engl. (Anacardiaceae); Styphnolobium japonicum L Schott. (Fabaceae);
Prosopis alba Gris (Mimosaceae); Schkuhria pinnata (Lam.) (Asteraceae);
Solanum sysimbriifolium Lam. (Solanaceae), mediante el ensayo de
electroforesis de una sola célula, determinando que cuatro de ellas,
Chenopodium multifidum (paico); Schkuhria pinnata (canchalagua), Solanum
sisymbriifolium (espino colorado) y Lithraea molleoides (Molle de beber),
indujeron dario al ADN, induciendo roturas de cadena simple y doble.

Reyes, 2007," demostré que el acido maslinico posee un potente y selectivo
efecto anticancerigeno, apoptépico y diferenciador sobre células de carcinoma
de colon, utilizando dos lineas celulares de cancer de colon, HT29 y Caco-2, que
difieren en la expresién de ciertos oncogenes y dos lineas celulares normales de
intestino, IEC6 e IEC-18. Este efecto cancerigeno se produce,

fundamentalmente, a través de los eventos moleculares como es de citotoxicidad



y genotoxicidad, esta ultima mediante un estudio de electroforesis en gel de

agarosa del ADN.

2.2 Aspectos botanicos de la Euphorbia peplus L. “leche leche”.

2.2.1 Clasificacion taxonémica de Euphorbia peplus L. “leche leche”.

Se ubica en la siguiente categoria taxonémica:

Division : Magnoliophyta
Clase § Magnoliopsida
Subclase : Rosidae

Orden . Euphorbiales
Familia . Euphorbiaceae
Género : Euphorbia

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

Fuente: Certificado emitido por el Herbarium Huamangensis de la Facultad de

Ciencias Biologicas, UNSCH (2013) (Anexo 1)

2.2.2 Descripcion botanica

Planta anual
Longitud: crece hasta 30 cm
Tallo varia de rojo a verde en la base cerca de |la cima.
Ramas: ramas desarrolla a medida que madura.
Hojas: longitud (1-3 cm), forma (oval aguda), patrén (alternan a lo largo
del tallo, pero opuesta en la parte superior de la planta).
Flores: amarillo-verde.
Frutos y semillas: la fruta tiene tres l6bulos que contienen las semillas.
Medio Ambiente: Las zonas templadas y subtropicales.

Suelo: calcareo arenoso.



» Ubicacion: prefiere la sombra (jardines), bordes de caminos, tierras
cultivadas, campos himedos, acequias.®

2.2.3 Usos tradicionales

La parte utilizada de Euphorbia peplus L. “leche leche” en medicina casera es el
latex, con propiedad antimicética, anticancerigena, purgante en pocas gotas,
como bactericida, para extirpar verrugas, como cicatrizante de heridas, como
antiséptico, etc. Al contacto con la piel puede producir dermatitis por contacto y
por fotosensibilizacion (exposicion prolongada al sol) después de haber estado
en contacto con el jugo. Debe evitarse el contacto con los ojos que puede
producir desde irritaciones oculares hasta ceguera. Afecta el aparato digestivo, a
los rifiones y al higado, produciendo irritaciones considerables en personas que
ingieren el latex, pudiendo causar la muerte si la cantidad ingerida es elevada.
Las semillas y el polvo de las raices se han utilizado como laxantes para
tratamiento en casos de estrefiimiento. El contacto de latex con la piel produce
un enrojecimiento muy fuerte de la piel (rubefaciente) con fuerte aparicion de
ampollas, propiedades que eran aprovechadas para tratar externamente dolores
reumaticos de todo tipo."

La familia Euphorbiaceae como la Euphorbia hirta L. su latex lechoso se aplica
topicamente para el tratamiento de heridas y labios partidos. El tallo de
Euphorbia tirucalli Thunb., se prepara en infusién para tratar enfermedades de la
piel en nifios. Las hojas frescas de Phyllanthus amarus Schumach., y
Phyllanthus emblica L, se muelen y mezclan con leche de vaca o cabra, bebida
utilizada para curar la ictericia y tos respectivamente. Croton socotranus Balf. f. y
Euphorbia socotrana Balf. f. son utilizadas para el tratamiento de enfermedades
y heridas de la piel'. Croton reflexifolius Kunth, Euphorbia pulcherrima Willd ex
Klotzsch y Jatropha gaumeri Greenm, son utilizadas para el tratamiento de

enfermedades dermatoldgicas y tumores en la piel.'® %



2.2.4 Composicion quimica

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

De la especie Euphorbia peplus L. se aislaron derivados de jatropano, ingenanos
y pepluanos.?’

2.3 Aspectos botanicos de la Ficus carica L. “higo”.

2.3.1 Clasificaciéon taxonoémica de Ficus carica L. “higo”.

Se ubica en la siguiente categoria taxonémica:

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

Especie ] Ficus carica L.
Nombre Vulgar : “higuera”

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

2.3.2 Distribucién y habitat

Ficus, nombre antiguo de la higuera. Carica, probablemente alude a Caria
antigua comarca de Asia occidental y region mediterranea donde este arbol se
cultivaba con profusion. Planta que fue introducida en Per(. Es una planta muy
antigua con varias menciones en el Evangelio (la higuera que se seco o el joven
que se subib a una higuera para ver a Jesucristo). En los mitos de Roma, el higo
juega un importante papel. Era sagrado para Baco y se empleaba en ceremonias

religiosas.?



Se encuentran fundamentaimente en las regiones tropicales ¢ subtropicales de
nuestro pais. En general estan muy aprovechadas en jardineria, especialmente
en su época juvenil como plantas de maceta en interior. Plantados sobre el
suelo, con el tiempo, la mayoria de ellos, si las condiciones son propicias,
alcanzan un crecimiento natural convirtiéndose en verdaderos arboles con
grandes sistemas radicales, por lo que sus prolongadas raices pueden dafiar las
construcciones humanas. %

2.3.3 Descripcion botanica

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

2.3.4 Composicion quimica

Los higos tienen abundantes azucares, principalmente glucosa y fructosa, los
minerales Fe, Mn, Ca (mas por gr. que la leche), K (en gran cantidad) y Br, y las
vitaminas A, B1, B2 y C. También cantidades variables de los &cidos citrico,
malico y acético, gran cantidad de fibra (mas que cualquier otra fruta fresca o
seca), materias gomosas y mucilago. Estos tres Gltimos componentes, junto con

el agua, son los responsables principales de su accion laxante y pectoral
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Tallo: campesterol, hentriacontanol, estigmasterol, euphorbol y su exacosanate,
ingenol y taraxerone. %

Hojas: humedad 67,6%; proteina 4,3%; grasa 1,7%; fibra cruda 4,7%; cenizas
5,3%; extracto libre de nitrogeno 16,4%; pentosanas 3,6%; caroteno,
bergaptene, estigmasterol, sitosterol, y la tirosina. Ficusin, taraxasterol, beta-
sitosterol, rutina, sapogeninas, acetato Calotropenyl, lepeolacetate y oleandlico.
Latex: caucho (2,4%), resina, albumina, Cerin, azGcar y acido malico,
renina,papaina, enzimas proteoliticas, diastasa (similar al jugo pancreatico),
esterasa, lipasa, catalasa, peroxidasa. %

Semilla: las semillas secas contienen 30% de un aceite fijo que contiene los
acidos grasos: acido oleico 18,99%; linoleico 33,72%; linolénico 32,95%;
palmitico 5,23%; estearico 2,1 8%; araquidico 1,05%. Es un aceite comestible y
puede ser utilizado como un lubricante. %

2.3.5 Propiedades fitoquimicas

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

2.3.6 Propiedades fitofarmacolégicas

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

Actividad hipoglucémica: El extracto de la hoja inducida por un
hipoglucemiante significativa efecto de la administracion oral o intraperitoneal en

ratas diabéticas por estreptozotocina. La pérdida de peso fue impedido en las
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ratas diabéticas tratadas y la supervivencia indice fue significativamente
alterada por la insulina en plasma niveles. Los resultados muestran que Ficus
carica L. extracto acuoso tiene una clara actividad hipoglicemiante.*

Actividad contra el cancer: Compuestos activos Bio como 6 - O-acil-B-D-
glucosil-B-sitosterol, el moeity acilo ser principalmente palmitoil y linoleilo con
cantidades menores de estearilo y oleilo, ha sido aislado como un potente
agente citotoxico del latex de Ficus carica L. Tanto la natural y la sintética
compuestos mostraron en efectos inhibitorios in vitro en la proliferacion de
diversas lineas celulares de cancer.?*

Actividad antioxidante: Los potenciales electores que promyeven la salud de
los frutos fueron estudiados con seis variedades de higuera comerciales difieren
en el color (negro, rojo, amarillo y verde) se analizaron los polifenoles totales,
flavonoides totales, capacidad antioxidante, y el perfil de antocianinas. En la
mision de color oscuro y el rojo Brown-Turquia variedades, la fraccion
antocianina aportaron 36 y 28% de la capacidad total de antioxidante, C3R
(cianidina- 3 - O-rutinésido) aportaron el 92% del total la capacidad antioxidante
de la fraccion de antocianina. Frutas de la variedad mision contenia los niveles
mas altos de polifenoles, flavonoides y antocianinas y exhibido la capacidad
antioxidante mas alta.**

Actividad antipirética: El extracto de etanol de Ficus carica L., a dosis de 100,
200 y 300 mg/kg mostré significativa dependiente de la dosis reduccion de la
temperatura corporal normal y la levadura- provocado temperatura elevada. El
efecto de extender hasta a cinco horas después de la administraciéon del farmaco
cuando se compara a la de paracetamol (150 mg / kg.), un estandar anti- agente
antipirético. Esto demuestra el efecto anti pirético de extracto de etanol.*
Actividad antibacteriana: El extracto de metanol de (PRM 0,156 a 5 mg / mL;

MBC, 0,313 a 5 mg / mL) mostraron una fuerte actividad antibacteriana contra
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las bacterias orales. La efectos de combinacion de extractop de metanol con
ampicilina y gentamicina fueron sinérgica contra orales bacterias. Esta
comprobado que las figuras podrian actuar como naturales agente
antibacteriano.*

Actividad fungicida: Metandlico, hexanoico, acetato cloroférmico y acetato
extractos de Ficus carica L. latex fueron investigados por sus propiedades
antimicrobianas in vitro contra cinco especies bacterianas y siete cepas de
hongos.**

2.3.7 Usos y Aplicaciones

De gran eficacia contra todos los problemas relacionados ¢on la respiracion
(dolores de garganta, problemas pulmonares y tos). Llevan gran cantidad de
lignina, una fibra alimentaria que no se puede digerir, facilitando asi problemas
de estrefiimiento. Son los higos una gran fuente de energia dado la cantidad de
carbohidratos que presentan. La cantidad de calcio que tienen es sumamente
interesante por ser muy similar a la de la leche siendo de este modo muy
beneficiosos para las aftas bucales, gingivitis y abscesos. El hierro que
presentan puede ayudar mucho en personas con anemia o transtornos en la
asimilacion de hierro. Son muy utiles ante una regla menstrual dolorosa; ademas
es una fuente muy rica de benzoaldehido, un agente anticancerigeno. Contiene
enzimas y flavonoides que ayudan en el proceso digestivo. El latex es toxico
puesto que tiene una accion irritante sobre la piel, por accion de la
furanocumarinas. Tambien el simple contacto con estas plantas puede producir
fotosensibilidad, que se muestra en forma de ampollas, por lo que debemos ir
con cuidado a la hora de manipular estas plantas y en ningin caso ingerir sus
hojas o ramas.’

La parte utilizada del Ficus Carica L. es el latex, se usan para el tratamiento de

las verrugas de piel, generando una desaparicion y rapida cicatrizacion. Dadas
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sus excelentes cantidades de hierro, puede utilizarse en ensalada como fuentes
complementarias de este minerales; muy utiles en la preparacion de reposteria

cortados en trozos pequefios como la mermelada.™

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

2.4. \Verruga de la piel.

Las verrugas son epiteliomas infecciosos benignos que afectan a las capas
superiores de la piel y las mucosas. El agente causal del virus de la verruga es
un virus DNA cariotipico llamado papiloma virus humano (VPH).%

Las verrugas son causadas por una infeccién viral de las células de la capa
superficial de la piel o mucosa. Su diseminacién a través de la piel es frecuente,
si bien, a diferencia de las verrugas genitales, no se suelen contagiar facilimente
de un individuo a otro. Técnicas moleculares como fa hibridacion de ADN han
permitido identificar unos 80 serotipos diferentes de VPH, algunos relacionados
especificamente con grupos particulares de verrugas y otros con demostrado
potencial oncogénico (VPH 16 y 18). %

2.4.1 Transmision de la verruga de la piel

Tras el contacto con personas que tengan verrugas, aunque el PVH tiene poca
infectividad; no se conoce el periodo de incubaciéon con exactitud y los datos
recogidos apuntan a un periodo que va desde cuatro semanas a ocho meses. La
autoinoculacion directa determina la aparicion y la posterior diseminacion de
nuevas verrugas. Esta necesita de un numero alto de particulas virales, ademas
de una rotura de la capa cornea, la mas externa de la piel, para multiplicarse en

la epidermis. El papilomavirus se puede transmitir de'persona a persona.”®
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2.4.2 Tratamiento de las verrugas de la piel

Las verrugas se consideran una enfermedad infecciosa autolimitada de origen
virico, por lo que su tratamiento no debe ser nunca demasiado agresivo evitando
tratamientos que dejen cicatriz. El tratamiento de las verrugas dependera del tipo
de las mismas, de su numero, tamafio y localizaciéon, de la experiencia del
médico y del deseo del paciente. Se recomienda siempre un tratamiento

conservador dada la tendencia a la resolucién espontanea de las verrugas.”

Si las verrugas no desaparecen solas pueden tratarse como primera opcién se
trata con Acido salicilico, liquidos irritantes para estimular las defensas del
organismo contra el virus y queratoliticos para disminuir el tamafio de estas. En
caso de que estos no sean eficaces pueden emplearse método como la

crioterapia, el bisturi eléctrico o el laser.?®

2.5 Modelo Tridimensional del ADN

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

con relacién al eje longitudinal de la hélice.”’

La relacion espacial entre las dos cadenas da lugar a la formacién de un surco

mayor y un surco menor en la doble hélice. La doble hélice o el duplex de DNA
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se mantiene por dos tipos de fuerzas: enlaces de hidréogeno entre pares de
bases complementarias e interacciones por apilamiento de bases.”

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

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

Las dos cadenas antiparalelas de polinucleétidos en el DNA en doble hélice no
son idénticas ni en secuencia ni en composicion de bases, En cambio, son
complementarias entre ellas, la caracteristica fundamental del modelo de las dos
hebras de DNA. El proceso de copia de la estructura (replicaciéon) podria
proceder de una manera légica a través de (1) separaciéon de las dos hebras y
(2) la sintesis de una hebra complementaria para cada una de ellas mediante las

concatenadas de nucledtidos en la secuencia especificada por las reglas de
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apareamiento de bases comentadas anteriormente. Cada hebra preexistente
podria funcionar como un molde para dirigir la sintesis de la hebra

complementaria. ¥
2.6 Evaluacion genotoxica

La genotoxicidad es el resultado nocivo de la interaccion de agentes quimicos o
fisicos con el aparato hereditario de la célula, y se manifiesta como alteraciones
genéticas y/o cambios en el numero o estructura de los cromosomas, que
pueden incorporarse en generaciones celulares subsecuentes llamadas
mutaciones. La determinacion genotoxica ya sea en agua, aire, alimentos,
contaminantes y compuestos naturales con fines terapéuticos, resultan una
herramienta util para la identificacién de riesgos a la salud humana y poder
desarrollar medidas de prevencién y control ya que las mutaciones que alteran la
expresion génica se consideran como un rasgo comun de todos los canceres,
aunque muchas de ellas pueden ser ventajosas o neutras y no ocasionar

manifestaciones patoldgicas.?

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

eventos de recombinacion mitética.?
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Las plantas medicinales no llevan una indicacion metodoldgica especial para su
evaluacion genotoxica, por lo que deben ser sometidas a las mismas
regulaciones que rigen los farmacos en general. La evaluacion genotdxica de
extractos de plantas medicinales deben ser realizadas, en primera instancia,
mediante ensayos in vitro, validados internacionalmente, que midan el dafio en

los niveles de mutaciones genéticas y cromosémicas.®

En el mundo las guias o rutas criticas para los estudios genotoxicos persiguen
como objetivo fundamental evidenciar qué tipo o a qué nivel de organizacién del
ADN opera el dafio causado por el compuesto evaluado. En concordancia con
ello se reconocen cuatro niveles: mutacién génica (nivel 1), mutacion
cromosomica (nivel i), dafio primario del ADN (nivel lil), transformaciones
celulares (nivel IV), entre otras alteraciones'. Los ensayos pertenecientes a los
dos primeros niveles son muy variados y ampliamente utilizados, en especial las
pruebas in vitro que se caracterizan por tener una alta sensibilidad y precision.*?
En los dltimos afios las pruebas para medir dafio a nivel primario del ADN, han

alcanzado gran importancia entre los analisis de genotoxicidad.®’

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

farmaco.*
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Con el fin de detectar en sus etapas iniciales la accion sobre el material genético
se utilizan las siguientes determinaciones in vitro que son muy utilizadas en el
campo de la investigacion cientifica para detectar genotoxicidad inicial:
Aberraciones cromosoémicas, intercambio de cromatides hermanas;
micronucleos, sintesis de ADN no programada y electroforesis de una célula

(ensayo del cometa).*

2.7 Cuantificacion y determinacion de pureza de ADN

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

absorbancia y el de fluorescencia.*
2.7.1. Espectrofotometria

La capacidad que tiene el ADN de absorber luz a una determinada longitud de
onda (260 nm) permite el calculo de la concentraciéon de acido nucleico de la
muestra. Si la densidad oOptica (OD) es 1, corresponde a aproximadamente 50
pg/ml de cadena doble de ADN, entonces calculamos la concentracion de ADN
que tenemos en nuestras muestras, midiendo simplemente sy absorbancia, sin
necesidad de realizar una curva patron.*?

Las proteinas tienen un maximo de absorcion a 280 (principalmente por residuos
de triptéfano), asi las lecturas a esta longitud pueden mostrar si existen algin
contaminante proteico. El calculo de una relacion entre las lecturas a 260 nm y
280 nm es una manera comun para hacer un estimado de la pureza o evaluar la
contaminacién de una preparaciéon de ADN con proteinas de acido nucleico, esta
relacion debe estar entre los valores de 1,8 y 2,0. Si la muestra es pura, el primer

método comunmente usado para la cuantificacién es el de espectrofotometria.®
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2.8 Electroforesis en gel

La electroforesis en gel es un modo conveniente de cuantificar el ADN y analizar
su estado fisico al mismo tiempo, se puede visualizar si existen contaminantes
que pueden estar presentes en la muestra de ADN o si esta degradado. Es la
aplicacion de las técnicas de separacion de macromoléculas en un lcampo
eléctrico en funcién de su tamario y carga eléctrica superficial, se define como el
método de separacion de sustancias cargadas al aplicar un campo eléctrico, de
modo que se diferencian en el comportamiento en un campo eléctrico. Aquellas
particulas cargadas positivamente (cationes) migraran hacia el catodo y las
cargadas negativamente (aniones) hacia el anodo. *

Entre las macromoléculas, las mas utilizadas son las proteinas seguidas de los
acidos nucleicos, ya que ambos tipos presentan una carga importante, algo que
no presentan los lipidos, sin contar con que son insolubles. El método consiste
en inmovilizar las muestras en estudio en un material gelatinoso (gel). El gel se
somete a una corriente eléctrica durante un periodo de tiempo determinado.
Cada muestra comenzara a migrar a través de los poros del gel con una
velocidad diferencial, que dependera de la carga eléctrica y del tamafo
molecular. Cuando las separaciones se han completado se interrumpe el paso
de corriente y las muestras separadas se tifien para visualizarse. Cada muestra
se encontrara a una distancia distinta respecto al origen. *

Los acidos nucleicos presentan carga y son solubles ya que tienen un grupo
fosfato, parte que confiere la carga, y esta presente de forma regular en la
estructura. Los acidos nucleicos tienen la capacidad de migrar en un campo
eléctrico y por tanto, son susceptibles de ser separados por electroforesis. El gel
se encuentra sumergido en un electrolito tamponado con tris-Borato (no glicina),
para garantizar que los acidos nucleicos estén cargados negativamente; por esto

a la técnica se le denomina electroforesis de inmersion. Las moléculas migraran
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hacia el polo positivo, de modo que viajaran en esa direccién por el gel,
separandose por tamafio (numero de nucleotidos), a la hora de cargar la muestra
se colocan unos marcadores de frente (loading dye) que nos permita detener la
electroforesis en el momento que lo creamos oportuno. Para visualizar las
bandas, hay que tefiir el gel o marcar radiactivamente las moléculas. El método
mas utilizado en geles de agarosa es el bromuro de etidio, el cual se comporta
como un agente intercalante, de modo que ademas de disminuir la densidad de
la molécula, tiene la capacidad de emitir luz cuando se le excita con luz
ultravioleta. Hay que tener cuidado con este compuesto ya que es altamente
cancerigeno. La electroforesis en gel es muy utilizada en la deteccién, control de
pureza, caracterizacion, cuantificacion (por comparacion con controles) asi como
preparacion y purificacion (por extraccion de bandas desde el gel) de moléculas
y fragmentos de DNA y RNA. La electroforesis en gel tiene dos mecanismos de
separacion: la electroforesis, que separa por la relacion carga/tamarfno y el
tamizado por el gel, que separa mayormente por tamafio. Los geles mas

comunes son agarosa y poliacrilamida.*
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. MATERIALES Y METODOS

3.1 Ubicacion del trabajo de investigacion
El tamizaje fitoquimico del presente trabajo de investigacion, se desarrollé en el
laboratorio de Farmacognosia del Area de Farmacia; la obtencién de ADN de
linfocitos humano y los ensayos de genotoxicidad se realizaron en el Centro de
Investigacion en Biologia Molecular y Bioinformatica de la Facultad de Ciencias
Bioldgicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga, durante
los meses de octubre del 2013 y marzo del 2014.
3.2 Definicion de poblacién y muestra
3.2.1 Poblacion:
Plantas de Euphorbia peplus L. leche leche” y Ficus carica L. “higo” ubicadas en
el rango altitudinal de 2700 msnm, que crecen en los diferentes pisos ecologicos
de los distritos de Ayacucho y San Juan Bautista, respectivamente, de la
provincia de Huamanga de la region de Ayacucho, Peru.
3.2.2 Muestra:

e 500 uL de latex de Euphorbia peplus L. “leche leche”.

e 500 pyL de latex de Ficus carica L. “higo”.
3.3 Material biolégico

ADN de linfocito humano.
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3.4 Disefio metodoldgico para la recoleccion de datos

3.4.1 Recoleccion de la muestra

Las muestras de la Euphorbia peplus L. “leche leche” fueron recolectadas en los
jardines de la Facuitad de Ciencias Biolégicas de la Universidad Nacional San
Cristébal de Huamanga del distrito de Ayacucho; y las muestras de la Ficus
carica L. “higo” recolectados de la huerta de un domicilio de! distrito de San Juan
Bautista, provincia de Huamanga, de la regién de Ayacucho. Todas ellas en
buen estado de conservacion, recogidas en las primeras horas del dia, e
inmediatamente fueron transportadas a los laboratorios para los ensayos
respectivos.

Para la identificacion taxonémica de cada planta medicinal en estudio, se
emplearon muestras con hojas, tallos y flores en cuanto a la “leche leche”;
mientras para el “higo” hojas, flores y frutos, que fueron realizadas en el
Laboratorio de Botanica de la Facultad de Ciencias Bioldgicas por la Blga. Laura
Aucasime Medina. (Anexo 1y 2)

3.4.2 Obtencion del latex

El latex de “leche leche” se obtuvo realizando cortes en los tallos verdes, para
dejar caer el latex en tubos eppendorf estériles de 2 mL; para el caso del “higo”
se realiz6é un corte en la base del fruto verde (sicono), para dejar caer el latex en
tubos eppendorf estériles de 2 mL.

3.4.3 Tamizaje fitoquimico del latex de la Euphorbia peplus L. “leche leche”
y Ficus carica L. “higo”.

Se realizdé una marcha fitoquimica cualitativa a los latex obtenidos de las plantas
medicinales en estudio, para determinar los diferentes metabolitos secundarios,
que se fundamentan en los cambios estructurales ocasionados en los
metabolitos presentes, como aparicion o desaparicion de una coloracion,

formacion o dilucién de un precipitado o desprendimiento de gas. Las reacciones
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de identificacion, se realiz6 siguiendo la metodologia propuesta por Lock de

Ugaz®® y Miranda M.* (Tabla 5y 6).

3.5, Extraccion de ADN genémico de linfocitos humanos:

A partir de ésta etapa, el estudio se realizé en el Centro de Investigacion en

Biologia Molecular y Bioinformatica; cuatro unidades de bolsa colectora de

sangre “cuédruple” fraccionada, conteniendo el paquete de glébulos blancos,

para el desecho, se consiguié en donacion del Banco de Sangre del Hospital

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

ADN de linfocitos con el siguiente protocolo descrito en Miranda.*

1.

Se transfiri6 1 mL de sangre (paquete globular) a un tubo de centrifuga
con tapa rosca y se adicion6é 9 mL del tampén Tris— HCL 50 mM (pH 7,7)
precalentado a 37°C.

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

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

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

Se adicion6é a 1 mL de lo centrifugado, 9 mL de solucién salina (NaCl al
0,85%) se homogeniz6 y centrifugé a 2500 rpm/ 10 minutos.

Se aspiré y descartd el sobrenadante dejando solo el sedimento, se
resuspendio el paquete celular en 0,4 mL de la solucién “high TE" (Tris-
HCI 50 mM, pH 8,0; EDTA 100 mM), luego se transfiri6 a un tubo de
microcentrifuga de 1,5 mL.

Se adicioné 0,4 mL de solucién de lisis (Tris-HC| 10 mM, pH 8,0; EDTA

40 mM; SDS al 1%: NaCl 10 mM). Precalentada a 50°C.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Se agreg6 7 pL de la solucién de proteinasa K (20 mg/mL) y se incubé
por una noche a 53°C.

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

Se instal6 el tubo en la microcentrifuga por 10 minutos a 14000 rpm para
separar las fases, luego se aspir6 la fase superior acuosa que contiene el
DNA vy transfirié a un tubo nuevo de microcentrifuga de 1,5 mL.

A la fase acuosa, se adiciond 750 pyL de la solucion de cloroformo:
alcohol isoamilico (24:1) y homogenizd por inversién durante 5 minutos.
Nuevamente se centrifugé por 10 minutos a 14000 rpm, se aspiro la fase
acuosa que contiene el DNA y transfiio a un tubo nuevo de
microcentrifuga de 2 mL.

Se adiciono6 la solucion de acetato de sodio 3M, pH 5,2. en cantidad de
20 L.

Se agreg6 600 pL de alcohol isopropilico helado y dej6é en reposo por 1
hora en hielo. Luego se centrifugd por 15 minutos a 14000 rpm.

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

Se centrifugd nuevamente por 10 min a 14000 rpm. Eliminando el alcohol
y dejando secar el sedimento a temperatura ambiente.

Se resuspendi6 el sedimento con 80 pL de la solucién “low TE" (Tris HCI

50 mM, pH 8,0; EDTA 1 mM) y se guardo en la nevera.
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3.6. Cuantificacion de ADN genémico de linfocitos humano

3.6.1 Por espectrofotometria

Procedimiento:

1.

Homogenizé las muestras de ADN con una micropipeta de 100 pL,
manteniendo el tip dentro de la muestra, luego presionandoy retrocediendo
el pulsador lentamente de manera uniforme unas 20 veces.

Se preparé el espectrofotometro UV marca Eppendorf BioPhotometer plus,
con la opcién de cuantificacion de ADN.

Para limpiar la superficie de muestra del adaptador se debosité 2 uL de
agua PCR por un minuto y se absorbid el agua utilizando papel tisue.
Nuevamente se depositd 2 yL de agua PCR sobre la superficie del
adaptador, se colocdla tapa de 10 — Lp 0,2 mm y se presiond la opcion
BLANK para calibrar y obtener “cero de Absorbancia” (0,000 A®).

Se absorbié el agua utilizando papel tisue, luego se deposité 2 pL de la
muestra de ADN, se colocé la tapa y presiond la Opcién SAMPLE para ver
el resultado de la cuantificacion y pureza de ADN en la pantalla del equipo;
luego se absorbi6 la muestra con papel “tisue”.

Se repiti6 los pasos 4 y 5 para la cuantificacién de cada muestra de ADN.
Terminada la cuantificacion de ADN, se deposité 2 pL de agua PCR, se

dejé por un minuto luego se seco con papel “tisue” y apagé el equipo.

3.6.2 Por electroforesis

A partir del ADN cuantificado por espectrofotometria, se realizé diluciones
con los siguientes pasos:

Conociendo {a concentracion de ADN de una muestra, se realizé diluciones
sucesivas al décimo con agua PCR, hasta obtener una concentracién final

de 15 ng/pL, en un volumen final de 100 pL.
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2. A partir de ésta dilucién de la muestra de ADN, se procedié a preparar
volumenes de carga para electroforesis en gel de agarosa a 1%, seguln la

siguiente tabla:

Tabla 1. Preparacion de diluciones de ADN a diferentes concentraciones
para patrones de banda en electroforesis.

;‘: ADN stock L?)::jfier:g ‘::::::een Concentracién N;:;;a;:l
orden (15ngfuL) 6X carga ikl deADN agarosa

1 04 pL 02 pL 06 pL 60 ng Carril 1

2 08 uL 02 pL 10 pL 120 ng Carril 2

3 12 yb 02 uL 14 uL 180 ng Carril 3

4 16 uL 02 pL 18 uL 240 ng Carril 4

3. Se cargo todo el contenido de las mezclas a cada uno de los pocillos del gel

de agarosa de 1%, en sus respectivos carriles.

4. Luego se instalé la camara de electroforesis a la fuente de poder y se dejé
correr a 50 voltios por 2 horas.

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

3.7 Ensayos de genotoxicidad in vitro:

Se desarrollé con el “Método Tomasevich” propuesto por Miranda®, con las

siguientes fases:
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3.7.1 Fase I: Cuantificacion y preparacién de Stock de ADN genémico de
linfocitos humano

El ADN genbémico de linfocitos humano obtenido, fue cuantificado por
espectrofotometria UV en Eppendorf Bio Photometer plus; luego se prepard un
stock de ADN a concentracion de 1 500 ng/uL en volumen final de 150 pL, para

cada planta medicinal en estudio.

3.7.2 Fase lI: Prueba de genotoxicidad “in vitro” de ADN genémico de
linfocitos humano

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

Se acondicioné las soluciones de genotoxicidad “in vitro” de ADN genémico, de
acuerdo al detalle siguiente:

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

SOLUCIONES PARA PRUEBA DE
CONDICIONES GENOTOXICIDAD “in vitro” .
N° de tubo 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Stock de ADN (1 500 ng/pL)

14 14 14 14 14 14 14 14 14
Volumen en pL

Concentracion

(%) 100 50 25 10 100 S0 25 10 -
Latex
Volumen
(uL) 6 3 15 06 6 3 15 06 -
Agua bidestilada estéril - 3 45 54 - 3 45 54 6
Volumen total (L) 20 20 20 20 20 20 20 20 20
Incubacién a 37°C (h) 1 4 -
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Se realizaron 4 repeticiones de las pruebas de genotoxicidad “in vitro”, de cada

planta medicinal en estudio.
3.7.3 Fase llI: Electroforesis para la deteccion de genotoxicidad.

Se preparo el gel de agarosa al 1% y se dispusode una camara de electroforesis

Biometra.

Para el volumen de carga en gel de agarosa, de los productos de la reaccion de
genotoxicidad, se utilizd las siguientes cantidades: 1 uL de loading (colorante
sefializador de migracion de las bandas), 4 pL de la solucién para la prueba de
genotoxicidad “in vitro” y 2 yL de agua bidestilada estéril, volumen final 7 pL; se

mezclé y se cargd en el respectivo pozo del gel de agarosa para electroforesis.

Adicionalmente de prepard el ladder 100 pb (marcador de tamafio molecular de
100 pb) con: 1 yL de loading, 4 pL de ladder y 2 yL de agua bidestilada estéril,
volumen final 7 pL; se mezclé y se cargd en el respectivo pozo del gel de

agarosa para electroforesis.

Se instalé la camara de electroforesis a la fuente de poder y se comrié a 30

voltios (V) por 5 horas.

3.7.4 Fase IV: Radiaciéon UV para la visualizacién de genotoxicidad.

Luego del tiempo de corrido electroforético, se sumergira el gel de agarosa en
una solucion de bromuro de etidio al 1% durante 10 minutos aproximadamente,
se enjuagd con abundante agua corriente dos veces y se hizo la lectura por
radiacion en UV en el sistema de registrador de imagenes marca Biometra UV
solo TS, adicionalmente se tomo fotografias con una camara digital Canon 20x
de 12,1 mega pixeles full HD, sobre un transiluminador UV marca Ultra Lum;

para visualizar los fragmentos del ADN producto de la digestion
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3.7.5 Fase V: Interpretacion y clasificacion del registro visual de
genotoxicidad.

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

Tabla 3. Valoraciéon numeérica de la genotoxicidad, segin fragmentacion.

GENOTOXICIDAD

fragmentacién de ADN < 5%

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

5 fragmentacién de ADN < 5%

Fuente: Larrea Poma M., 2007
3.8 Analisis de datos
Los datos fueron agrupados y presentados en tablas, expresados en registros
fotograficos y figuras que explican mejor los hallazgos. Para evaluar el dafo
genotoxico mediante el paquete estadistico SPSS, se utilizé la prueba de
comparacion de medias Mann Whitney para dos muestras independientes y
Kruskal Wallis para mas de dos muestras independientes. El valor de p< 0,05, se

consideré como el nivel estadisticamente significativo.
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IV. RESULTADOS
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Tabla 4: Metabolitos secundarios en el latex de Euphorbia peplus L. “leche

leche”.

s“:it::: ;irti?)ss Ensayos Resultados Observaciones
Alcaloides Mayer +++ Precipitado blanco
tgggzﬁzgm Baljet + Precipitado naranja
g?‘?:éess ylo Cloruro férrico ++ Precipitado azul
Flavonoides Shinoda +4+ Anaranjado rojizo
Saponinas Espuma ++ Espuma
Principio amargo i

y astringente

Leyenda:

(+) : Leve

(++) :Moderada
(+++) : Abundante
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Tabla 5: Metabolitos secundarios en el latex de Ficus carica L. “higo”.

Metabolitos

ancniiaran Ensayos Resultados Observaciones

Alcaloides Mayer +++ Turbidez
Lactonas y/o Baljet ++ Precipitado naranja
cumarinas
Flavonoides Shinoda ++ Marrén claro
Principio amargo S
y astringente

Leyenda:

(+) : Leve

(++) : Moderada

(+++) : Abundante
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Tabla 6. Cuantificacion mediante espectrofotometria ultra violeta de ADN
genomico extraido de linfocito humano.

Muest Concentracion ADN PROTEINAS PURAESS OE
ADN pg/mL
A 260 A 280 A260/A280
1 1389,9 0,556 0,264 2,10
2 2672,3 1,069 0,532 2,01
3 5306,4 2,123 1,353 1,57
4 2776,7 1,111 0,824 1,35
5 2620,7 1,048 0,596 1,76
6 1634,7 0,654 0,352 1,86
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Figura 1: Electroforesis de patrones de bandas de ADN gendémico extraido de
ADN de linfocitos humano a diferentes concentraciones, en gel de agarosa al
1%.

Leyenda:

Carril N° 1: 60 ng de ADN gendémico de ADN de linfocito humano.
Carril N° 2: 120 ng de ADN genémico de ADN de linfocito humano.
Carril N° 3: 180 ng de ADN gendmico de ADN de linfocito humano.
Carril N° 4: 240 ng de ADN gendémico de ADN de linfocito humano.

Volumen de carga: Muestra (4 pL, 8 pL, 12 pL, 16 pL en carril 1, 2, 3 y 4
respectivamente) + loading (2 pL).

Condiciones de electroforesis: 50 voltios por 2 horas.

Coloraciéon de ADN: Bromuro de etidio al 1% por 10 minutos.
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Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa al 1% del producto de la genotoxicidad
del ADN genémico de linfocitos humano a 700 ng/uL, con latex de Euphorbia
peplus L. “leche leche” a concentraciones de 100%, 25% y 50% a 37°C durante
1hora respectivamente.

Leyenda:

Carril N° 1: Con 100% de latex de “leche leche”, durante 1 hora.
Carril N° 2: Con 25% de latex de “leche leche”, durante 1 hora.
Carril N° 3: Con 50% de latex de “leche leche”, durante 1 hora.
Volumen de carga: Muestra (4 uL) + loading (2 yL) =6 pl.
Condiciones de electroforesis: 30 voltios por 4 horas.

Coloracion de ADN: Bromuro de etidio al 1% por 5 minutos
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Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa al 1% del producto de la genotoxicidad
del ADN genémico de linfocitos humano a 1500 ng/uL, con latex de Euphorbia
peplus L. “leche leche” a concentraciones de 100%, 50%, 25% y 10%, durante 1
y 4 horas de incubacién a 37°C. Ayacucho, 2013.

Leyenda:

Carril N° 1: Con 100% de latex de “leche leche”, durante 1 hora.

Carril N° 2: Con 50% de latex de “leche leche”, durante 1 hora.

Carril N° 3: Con 25% de latex de “leche leche”, durante 1 hora.

Carril N° 4: Con 10% de latex de “leche leche”, durante 1 hora.

Carril N° 5: Con 100% de latex de “leche leche”, durante 4 horas.

Carril N° 6: Con 50% de latex de “leche leche”, durante 4 horas.

Carril N° 7: Con 25% de latex de “leche leche”, durante 4 horas.

Carril N° 8: Con 10% de latex de “leche leche”, durante 4 horas.

Carril N° 9: ADN de linfocitos humano a concentracion de 1500 ng/uL (control).
Volumen de carga: Muestra (5 pL) + loading (2 pL) + agua PCR (2 pL) =9 L.
Condiciones de electroforesis: 30 voltios por 5 horas.

Coloracion de ADN: Bromuro de etidio al 1% por 10 minutos.

a7



1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 4. Reproducibilidad del efecto genotéxicodel ADN gendmico de linfocitos
humano a 1500 ng/uL, con latex de Euphorbia peplus L. “leche leche"a
concentraciones de 100%, 50%, 25% y 10% a 37°C durante 1 y 4 horas de
incubacién a 37°C; y marcador de tamafio molecular de 100pb,en electroforesis
con gel de agarosa al 1%.

Leyenda:

Carril N° 1: Con 100% de latex de “leche leche”, durante 1 hora.

Carril N° 2: Con 50% de latex de “leche leche”, durante 1 hora.

Carril N° 3: Con 25% de latex de “leche leche”, durante 1 hora.

Carril N° 4: Con 10% de latex de “leche leche”, durante 1 hora.

Carril N° 5: Con 100% de latex de “leche leche”, durante 4 horas.

Carril N° 6: Con 50% de latex de “leche leche”, durante 4 horas.

Carril N° 7: Con 25% de latex de “leche leche”, durante 4 horas.

Carril N° 8: Con 10% de iatex de “leche leche”, durante 4 horas.

Carril N° 9: Ladeer (moderador de PM 100pb)

Carril N°10: ADN de linfocitos humano a concentracion de 1500 ng/uL (control).
Volumen de carga: Muestra (5 plL) + loading (2 pL) + agua PCR (2 yL) = 9 pL.
Condiciones de electroforesis: 30 voltios por 5 horas.

Coloracion de ADN: Bromuro de etidio al 1% por 10 }ninutos.
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Figura 5. Variacion del porcentaje de fragmentacién del ADN gendémico de
linfocitos humano, con latex de Euphorbia peplus L. “leche leche” a diferentes
concentraciones, durante 1 hora de incubacion a 37°C.
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Figura 6. Variacién del porcentaje de fragmentacion del ADN gendémico de
linfocitos humano, con latex de Euphorbia peplus L. “leche leche” a diferentes
concentraciones, durante 4 horas de incubacion a 37°C.
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Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% del producto de la
genotoxicidad del ADN gendmico de linfocitos humano a 1000 ng/uL, con latex
de Ficus carica L. “higo” a concentraciones de 100%, 50%, 25% y 10%
incubados durante 1 y 4 horas a 37°C.

Leyenda:

Carril N° 1: Con 100% de latex de “higo”, durante 1 hora.

Carril N° 2: Con 50% de latex de “higo”, durante 1 hora.

Carril N° 3: Con 25% de latex de “higo”, durante 1 hora.

Carril N° 4: Con 10% de latex de “higo”, durante 1 hora.

Carril N° 5: Con 100% de latex de “higo”, durante 4 hora.

Carril N° 6: Con 50% de latex de “higo”, durante 4 hora.

Carril N° 7: Con 25% de latex de “higo”, durante 4 hora.

Carril N° 8: Con 10% de latex de “higo”, durante 4 hora.

Carril N° 9: ADN de linfocitos humano a concentracion de 1500 ng/pL (control).
Volumen de carga: Muestra (4 pL) + loading (2 pL) + agua PCR (2 uL) = 8 L.
Condiciones de electroforesis: 30 voltios por 5 horas.

Coloracion de ADN: Bromuro de etidio al 1% por 10 minutos.
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Figura N° 8. Electroforesis en gel de agarosa al 1% del producto de la
genotoxicidad del ADN gendmico de linfocitos humano a 1500 ng/uL, con latex
de Ficus carica L. “higo” a concentraciones de 100%, 50%, 25% y 10% durante 1
y 4 horas a 37°C.

Leyenda:

Carril N° 1: Con 100% de latex de “higo”, durante 1 hora.

Carril N° 2: Con 50% de latex de “higo”, durante 1 hora.

Carril N° 3: Con 25% de latex de “higo”, durante 1 hora.

Carril N° 4: Con 10% de latex de “higo”, durante 1 hora.

Carril N° 5: Con 100% de latex de “higo”, durante 4 horas.

Carril N° 6: Con 50% de latex de “higo”, durante 4 horas.

Carril N° 7: Con 25% de latex de “higo”, durante 4 horas.

Carril N° 8: Con 10% de latex de “higo”, durante 4 horas.

Carril N° 9: ADN de linfocitos humano a concentracion de 1500 ng/uL (control).
Volumen de carga: Muestra (4 yL) + loading (2 pL) + agua PCR (2 pL) = 8 pL.
Condiciones de electroforesis: 30 voltios por 5 horas.

Coloracion de ADN: Bromuro de etidio al 1% por 10 minutos.
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Figura 9. Variacion del porcentaje de fragmentacién del ADN genémico de
linfocitos humano, con latex de Ficus carica L. “higo” a diferentes
concentraciones, durante 1 hora de incubacién a 37°C.
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Figura 11. Electroforesis en gel de agarosa al 1% del producto de la
genotoxicidad de ADN gendmico de linfocitos humano a 1500 ng/uL, como
prueba control con latex de Euphorbia peplus L. “leche leche” y Ficus carica L.
“higo”"a concentraciones de 100%, 50%, 25% y 10%.

Leyenda:

Carril N° 1: Latex al 100% de “leche leche” con ADN.

Carril N° 2: Latex al 100% de “leche leche” sin ADN.

Carril N° 3: Latex al 50% de “leche leche”sin ADN".

Carril N° 4: Latex al 25% de “leche leche” sin ADN.

Carril N° 5: Latex al 10% de “leche leche” sin ADN.

Carril N° 6: Latex al 100% de “higo” con ADN.

Carril N° 7: Latex al 100% de “higo” sin ADN.

Carril N° 8: Latex al 50% de “higo” sin ADN.

Carril N° 9: Latex al 25% de “higo” sin ADN.

Carril N°10: Latex al 10% de “higo” sin ADN.

Carril N°11: ADN de linfocitos humano a concentracion de 1500 ng/ul (control).
Volumen de carga: Muestra (4 uL) + loading (2 L) + agua PCR (2 pL) = 8 pL.
Condiciones de electroforesis: 80 voltios por 1 hora.

Coloracion de ADN: Bromuro de etidio al 1% por 10 minutos.
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V.  DISCUSION
La evaluaciéon genotéxica de plantas medicinales deben ser realizadas, en
primera instancia, mediante ensayos “in vitro” si es que resultara negativo se
prosigue con el ensayo “in vivo”, para demostrar el dafio a nivel del ADN.?'
Por ello en el presente trabajo de investigacion de desarrolio la actividad
genotoxica in vitro a las plantas medicinales Euphorbia peplus L. “leche leche”y
Ficus carica L. “higo” por medio de electroforesis en gel. Como primera instancia
se realiz6 el tamizaje fitoquimico del latex de la Euphorbia peplus L. “leche leche”
desarrollado segun la técnica de Lock de Ugaz®*® y Miranda M* en el cual se
reporta la presencia de los metabolitos secundarios como: alcaloides, lactonas
y/o cumarinas, fenoles y/o taninos y flavonoides; ademas se identificé la
presencia de saponinas, principios amargos y astringentes (Tabla 4), lo cual
coincide con un reporte anterior.®
La tabla 5 muestran los metabolitos secundarios del latex de Ficus carica L.
“higo”, tales como: alcaloides, lactonas y/o cumarinas y flavonoides; ademas de
principios amargos y astringentes. Estudios realizados nos confirma la presencia
de estos metabolitos encontrados.*
Los resultados presentados en la tabla 6 es referido a la cuantificacion del ADN
gendémico extraido de linfocitos humano mediante espectrofotometria, a partir de

un mL de sangre, se midié la absorbancia A260 nm de longitud de onda para
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determinar la concentracion de ADN y A280 para las proteinas, la concentracion
de ADN obtenida va de los valores de 1389,9 ug/mL hasta 5306,4 ug/mL,
ademas de tomar en cuenta que el nivel de pureza 6ptimo debe ser entre 1.8 a
2.0 y se observa que cuatro de ellas estan dentro de ese rango con excepcion
de la tercera y cuarta muestra. *

La figura 1 muestra patrones de bandas de ADN extraido de linfocito humano los
mismos que han sido llevados a concentraciones conocidas a partir de la
soluciéon madre del ADN obtenido a partir de 1 mL de sangre y determinado su
concentracion por espectrofotometria UV, fue corrido en agarosa al 1%; en el
carril 1 tenemos el corrido de ADN a una concentracion de 60 ng, en el carril 2
de 120 ng, en el carril 3 de 180 ng y en el 4 de 240 ng, estas fueron sembradas
a apartir de un solo tubo de ADN que nos permita ver la relacion directa entre la
concentracion de ADN, el tamafio de las bandas y la intensidad del color del
bromuro de etidio por efecto de la luz ultravioleta, asi como la distancia que ha
recorrido con 50 voltios durante dos horas.

El registro fotografico de la figura 2 muestra los productos de la genotoxicidad
de Euphorbia peplus L. “leche leche” sobre el ADN de linfocito humano a 700
ng/uL, incubada durante 1 hora en bafio maria a 37°C, se percibe la presencia
de fragmentos de ADN de tamario disperso de menor a mayor (abajo hacia
arriba) en el carril 2 correspondiente a la concentracion de 25% de latex, con una
fuerte luminiscencia, mientras que en los carriles 1 y 3 son fragmentos mucho
més pequefios con 100% y 50%, respectivamente; dando sefial del efecto
genotdxico, por lo que es necesario realizar los ensayos a otras concentraciones
para que nos permita visualizar mejor este fenémeno.

El ensayo con mayor concentraciéon de ADN se muestra en la figura 3, revela
muy claramente la fragmentacion del ADN de linfocitos humano a 1500 ng/uL,

por el efecto genotoxico de latex de Euphorbia peplus L. “leche leche” a
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diferentes concentraciones porcentuales, el carril 1 (100%), carril 2 (50%), carril
3 (25%) y carril 4 (10%) incubados a 37°C por 1 hora; carril 5 (100%), carril 6
(50%), carril 7 (25%) y carril 8 (10%) incubados a 37°C por 4 horas, el carril 9
con ADN de linfocito humano a concentracion de 1500 ng/uL como control.
Podemos visualizar que el latex al 100% en el carril 1, ha degradado el ADN a
fragmentos pequefios menores de 300 pb comparando con el recorrido del
loading correspondiente al azul de bromofenol, mostrando una masa compacta
de tamarfio homogéneo con refringencia de color naranja e intensa por su alta
concentracion; el carril 2 muestra similar genotoxicidad, pero con fragmentos
ligeramente mas grandes que las del carril 1, el carril 3 muestra el efecto
genotéxico con fragmentos de ADN de tamafio diverso y dispersos en la
trayectoria del carril a razén de su tamano de aproximadamente 300 pb hasta
10 000 pb (de abajo hacia arriba), y en el carril 4, con efecto parecido al anterior,
pero con rango de fragmentos mayores a 10 000 pb. El carril 5, respecto al carril
1, revela un mayor efecto genotdxico a punto de desintegrar la totalidad de ADN,
por el tiempo de incubacién de 4 horas, mientras que los carriles 6, 7 y 8 son
similares a los carriles 2, 3 y 4. El carril 9 de control, nos sirve para comparar los
recorridos electroforéticos a razéon del tamarno de las moléculas de ADN, pues
ella ha recorrido poco espacio y por su alta concentracion, parte de ella ha
quedado atrapado en el pozo del gel.

Similar actividad se ve en la figura 4, que traduce la reproducibilidad del ensayo,
con la fragmentacion del ADN de linfocitos humanos a 1500 ng/ pL, por el efecto
genotoxico del latex de Euphorbia peplus L. “leche leche” a diferentes
concentraciones porcentuales, el carril 1 (100%), carril 2 (50%), carril 3 (25%) y
carril 4 (10%) incubados a 37°C por 1 hora; carril 5 (100%), carril 6 (50%), carril 7
(25%) y carril 8 (10%) incubados a 37°C por 4 horas, el carril 9 muestra un

paquete de bandas comprimidas del marcador de tamafio molecular (ladder de
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100 pb), donde la parte inferior refiere 500 pb y la parte superior indica 1 500 pb
(aproximadamente), el carril 10 con ADN de linfocito humano a concentracion de
1 500 ng/pL como control. Podemos visualizar que el latex al 100% en el carril 1,
ha degradado el ADN a fragmentos pequefios menores de 300 pb comparando
con el recorrido del ladder de 100 pb, mostrando una masa compacta de tamario
homogéneo de color negro intenso por su alta concentracion; el carril 2 muestra
similar genotoxicidad, con fragmentos menores de 500 ph, el carrii 3 con
fragmentos de ADN de tamario diverso y dispersos en la trayectoria del carril a
razén de su tamarfo de aproximadamente 500 pb hasta 10 000 pb (de abajo
hacia arriba), el carril 4, con efecto parecido al anterior, pero con el rango
superior de fragmentos mayores a 10 000 pb. El carril 5, respecto al carril 1,
revela un mayor efecto genotdxico a punto de desintegrar la totalidad de ADN,
por el tiempo de incubacién de 4 horas, mientras que los carriles 6, 7 y 8 son
similares a los carriles 2, 3 y 4. El carril 10 de control, nos sirve para comparar
los recorridos electroforéticos a razon del tamafio de las moléculas de ADN,
pues ella ha recorrido poco espacio y por su alta concentracion, parte de ella ha
" quedado atrapado en el pozo del gel.

Segln los estudios de Ejchart A, 2003.% los pardmetros validados para
determinar el dafio evaluado mediante el ensayo cometa fueron: migracion del
ADN, concentracion de ADN en la cola, momento de cola, y momento Olive,
entre otros. En este estudio se utilizé como parametro de medida la longitud de
cola (um); de acuerdo con este valor, se clasificé arbitrariamente, el tipo de dafio
en cinco categorias: 0, células sin dafio (0-18 ym); 1, células con dafio bajo (19-
37 um); 2, células con dafo medio (38-56 um); 3, células con dafio alto (57-75
pm) y 4, células con dafio total (mayor de 75 um). Otro parametro que se tuvo en
cuenta para los analisis de genotoxicidad, fue la frecuencia de células dafiadas

en cada tratamiento.
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Al analizar de manera general los dos tiempos de incubacién con la prueba de
Mann-Whitney (Anexo 10) podemos corroborar que el tiempo no influye en el
efecto genotodxico (p=0.539) del latex de Euphorbia peplus L. “leche leche”; como
se observa en las figuras 3 y 4, que a menor tiempo de incubaciéon la
genotoxicidad es muy notoria. Mientras que la concentracion es muy influyente

en el efecto genotoxico de la “leche leche”, (p=0,000). (Anexo11).

La figura 5 muestra la grafica de genotoxicidad del ADN gendmico de linfocitos
humano, con latex de Euphorbia peplus L. “leche leche” a diferentes
concentraciones, durante una hora de incubacién a 37°C, que resulta (p=0.008),
por tanto las concentraciones influyen directamente en el efecto genotoxico.

(Anexo 12).

La figura 6 muestra la grafica de genotoxicidad del ADN gendmico de linfocitos
humano, con latex de Euphorbia peplus L. “leche leche” a diferentes
concentraciones, durante cuatro horas de incubacién a 37°C, que resulta
(p=0.014), por tanto las concentraciones influyen directamente en el efecto

genotoéxico. (Anexo 12).

Estos resultados, lo podemos corroborar en el estudio de Reynoso, 2011.%
menciona que la genotoxicidad depende de la concentraciéon del extracto. No
existen reportes previos acerca de este comportamiento, pero es sabido que las
dosis elevadas de cualquier genotdxico inducen un alto nivel de ruptura en el
ADN, lo cual, puede ocasionar la apariciéon de caudas sumamente largas (y por
lo tanto no perceptibles al microscopio), lo que conduce a una cuantificacion a la
baja de caudas. Concentraciones menores ocasionan dafioc genético no tan
severo produciendo caudas mas visibles y, aparentemente mas largas;
explicaciones de esta aparente paradoja, lo reportan diferentes estudios de

ensayos de electroforesis de una sola célula “ensayo cometa”.
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En el registro fotografico de la figura 7, de electroforesis en gel de agarosa al 1%
nos muestra los productos de la genotoxicidad representado por la
fragmentacion del ADN de linfocitos humanos a 1000 ng/pl, con latex de Ficus
carica L. “higo” a concentraciones de 100%, 50%, 25% y 10% incubados a
37°C; los carriles 1 y 2 muestran una actividad mayor a 95%, los carriles 3y 4 de
40 a 95%, durante 1 hora de incubacién. Durante 4 horas de incubacién, el carril
5 mayor a 95% de fragmentacion de ADN, el carril 6 de 40 a 95%, los carriles 7 y
8 entre 20 a 40% de fragmentacion; se puede apreciar que graduaimente se
forma las “colas” del corrido de fragmentos de ADN en cada carril, cada vez mas
larga que las anteriores; el carril 9 muestra el espacio recorrido del ADN control a

1000 ng/pL, que nos permite comparar con los productos fragmentados.

En ofro ensayo realizado a la planta en estudio demostré que el registro
fotografico de la figura 8, de electroforesis en gel de agarosa al 1%, revela la
actividad de genotoxicidad representado por la fragmentacién del ADN de
linfocitos humanos a 1500 ng/uL, inducida por el latex de Ficus carica L.“higo” a
concentraciones de 100%, 50%, 25% y 10% incubados a 37°C; los carriles 1y 2
muestran una actividad mayor a 95%, los carriles 3 de 40 a 95% y el carril 4 de
20 a 40%, durante 1 hora de incubacién. Durante 4 horas de incubacion, los
carriles 5 y 6 mayor a 95%, los carriles 7 y 8 entre 20 a 40% de fragmentacion;
se puede apreciar que graduaimente se forma las “colas” del corrido de
fragmentos de ADN en cada carril, cada vez mas larga que las anteriores; el
carril 9 muestra el espacio recorrido del ADN control a 1 500 ng/pL, que nos
permite comparar con los productos fragmentados. Notese que las refringencias
que emanan de los pozos del gel en los carriles 1, 2, 5 y 6, no son de color
naranja que indicaria presencia de ADN, por el contrario son de color blanco que

corresponde a restos del latex de la planta en estudio.
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Estos productos fragmentados de ADN lo contrastamos segun un estudio
realizado por Ortiz |. et al, 2012,*® quienes evaluaron la genotoxicidad por medio
del ensayo cometa alcalino que se basa en que los dafios en el ADN nuclear
generados por un agente genotéxico que no causa ligamientos cruzados,
produce fragmentos de ADN de bajo peso molecular, generados por rupturas
directas de cadena doble o sencilla, o indirectamente, por reparacion por
escision incompleta o por la formacion de sitios labiles al alcali. Estos fragmentos
de ADN se liberan durante el periodo de desnaturalizacion alcalina y generan la
cola del cometa durante la electroforesis. EI ADN de alto peso molecular no
migra y forma la cabeza del cometa. Asi, mientras mayor sea el dafio y la
fragmentacion generados por el compuesto genotéxico, mayor sera la longitud

de la cola del cometa.

Al analizar de manera general los dos tiempos de incubacién con la prueba de
Mann-Whitney (Anexo 13) podemos corroborar que el tiempo no influye en el
efecto genotdxico (p=0.669) del latex de Ficus carica L. “higo”; como se observa
en la figura 8, que a menor tiempo de incubacion la genotoxicidad es muy
notoria. Mientras que la concentracion es muy influyente en el efecto genotdxico

de la “leche leche”, (p=0,000). (Anexo14).

La figura 9 muestra la grafica de genotoxicidad del ADN gendmico de linfocitos
humano, con latex de Ficus carica L. “higo” a diferentes concentraciones,
durante una hora de incubaciéon a 37°C, que resulta (p=0.002), por tanto las

concentraciones influyen directamente en el efecto genotéxico. (Anexo 15).

La figura 10 muestra la grafica de genotoxicidad del ADN genémico de linfocitos
humano, con latex de Ficus carica L. “higo” a diferentes concentraciones,
durante cuatro horas de incubaciéon a 37°C, que resulta (p=0.005), por tanto las

concentraciones influyen directamente en el efecto genotdxico. (Anexo 15).
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Mediante el estudio de Villalba, 2013.,*° Las furocumarinas cumplen con la
funcion de incluirse en la formacion de entrecruzamientos entre las hebras del
DNA, que tienen el inconveniente de no poder ser reparados con facilidad por los
mecanismos de reparacion del material genético, resultando ser mutagénicos y

carcinogénicos; motivo por el cual explicaria nuestros resultados obtenidos.

Como prueba final se desarrollé el ensayo que se muestra en la figura 11, que
nos permite visualizar la actividad de genotoxicidad de ADN gendmico de
linfocitos humanos a 1500 ng/pl, con latex de Euphorbia peplus L. “leche leche” y
Ficus carica L. “higo” a concentraciones de 100%, en los carriles 1 y 6
respectivamente, la genotoxicidad de “leche leche” presenta fragmentos de ADN
de aproximadamente 100 a 500 pb, mientras que con el “higo” el ADN fue
totalmente fragmentado y obsérvese que la refringencia del pozo
correspondiente no es de color naranja, sino blanquecino que corresponderia a
restos del latex; ambos comparados con el carril 11 que muestra el ADN control
a 1500 ng/uL. Los carriles 2, 3, 4 y 5 corresponden al latex de “leche leche” a
concentraciones de 100%, 50%, 25% y 10% respectivamente, las mismas que
sirven de control para certificar la ausencia de ADN en el latex, lo mismo que los
carriles 7, 8, 9 y 10 para el latex del “higo”. Nos permitimos comentar la
diferencia visual que percibimos entre los carriles de ambos latex, con presencia
de sustancias refringentes en el caso del “higo” que estaria evidenciando la

diferencia en los componentes de ambos latex.
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VI. CONCLUSIONES

o El latex de las plantas medicinales antiverrucosas Euphorbia peplus L. “leche
leche” y Ficus carica L. “higo”, presentan efecto genotoxico in vitro sobre el

ADN genémico de linfocitos humano.

e Los metabolitos secundarios identificados en latex “leche leche” fueron:
alcaloides, lactonas y/o cumarinas, fenoles y/o taninos y flavonoides, ademas
de saponinas y principios amargos y astringentes; y en latex de “higo”

alcaloides, lactonas y/o cumarinas y flavonoides, ademas de principios

amargos y astringentes.

e En el efecto de la genotoxicidad del latex de “leche leche” y de “higo”; no
influye (p=0,539, p=0,669) los tiempos de incubacién, pero si (p=0,000,

=0,000) la concentracion del latex.
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VII. RECOMENDACIONES

o Desarrollar trabajos de genotoxicidad en cultivos celulares con el “ensayo
cometa” y ensayos “in vivo" para continuar con el conocimiento de estos
efectos.

e Ampliar estudios de genotoxicidad con otras plantas medicinales de uso
comun en nuestra sociedad.

e Identificar los metabolitos secundarios del latex que presentaron actividad
genotoxico en este estudio, con el objeto de identificar principios activos Utiles

en el desarrollo de nuevos productos farmacéuticos.
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Anexo 1
Certificado de identificacion taxonémica de Euphorbia peplus L. “leche leche’.
EL JEFE DEL HERBARIUM HUAMANGENSIS DE LA FACULTAD DE

CIENCIAS BIOLOGICAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN
CRISTOBAL DE HUAMANGA

CERTIFICA

Que, la Bach, en Farmacia y Bioquimica, Srta. Lizbeth, PILLACA UNTIVEROS,
ha solicitado la identificacion de una muestra vegelal para trabajo de tesis.

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

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA
CLASE : MAGNOLIOPSIDA
SUB CLASE ROSIDAE

ORDEN : EUPHORBIALES
FAMILIA : EUPHORBIACEAE
GENERO : Euphorbia

ESPECIE : Euphorbia peplus L.
NV “leche leche"

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

Ayacucho, 24 de Marzo de! 2014
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Anexo 2
Certificado de identificacion taxondmica de Ficus carica L. “higo”.

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

CERTIFICA

Que, la Bach en Farmacia y Bioquimica, Srta. Lizbeth, PILLACA UNTIVEROS,
ha solicitado la identificacion de una muestra vegetal para trabajo de tesis.

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

DIVISION . MAGNOLIOPHYTA
CLASE MAGNOLIOPSIDA
SUB CLASE HAMAMELIDAE
ORDEN URTICALES
FAMILIA . MORACEAE
GENERO i Ficus

ESPECIE Ficus carical.
NV. ; *higuera®

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

Ayacucho, 24 de Marzo del 2014
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Anexo 3

Plantas medicinales
Euphorbia peplus L. “leche Bolsa colectora de sangre
leche” y  Ficuscarica hllg::alna' L paquete de
; alébulos blancos.
L.“higo”. :
Extraccion organica
Latex puro ADN de linfocito
Preparacion Cuantificacion Cuantificacién
de stock de por por
woha Preparacion ADN espectrofotom || electroforesis
Fitoquimica de diluciones: (1500na/ul) etria
e 100%
e 50%
e 25%
o 10%
“Método Tomasevich”
Genotoxicidad “in vitro”
Fase lll:
Fase I: Fase Il Electroforesis Fase IV: FaseV:
Cuantificacién Prueba para la Radiaciéon UV Interps.'etam_ctn
y preparacion || degenotoxicid deteccion de || para la || v clasificacion
de Stock |} ad “invitro” de genotoxicidad visualizacion d_el registro
deADN ADNgenbmic de visual  de
genémico de |} © de linfocito genotoxicidad genotoxicidad
linfocito humano.
humano.
T —

Flujograma del “Método Tomasevich” para determinar la actividad genotoxica “in
vitro” de plantas medicinales propuesto por Miranda®.

62



Anexo 4

Tabla 7. Caracteristicas del ensayo fitoquimico de metabolitos secundarios.

Metabolitos Ensayos con -
Secundarios Reactivos Obesrvacin
Dragendorff
Mayer Ha . -
. y formacion de precipitado en todas las
Alcaloides reacciones.
Hager
Wagner
Lactonas y " : ’ ;
Curistinas Baljet Formacion de una coloracién naranja.
Flavonoides Shinoda Hay coloracion amarilla, naranja,
. Si es positivo la fase amoniacal es de color
Quinonas Borntrager rojizo © rosada.
; ; Coloracion verde carmelita a luz UV, indica
Catequinas Catequinas un ensayo positivo.
; Si es positivo hay formacion de espuma en la
Saponinas Espuma superficie.
Azucares : Si es positivo hay formacion de precipitado
reductoras Reswdict rojo ladrillo.
Taninos y Fenoles Cloruro Férrico  Formacion de una coloracién negruzca.
Aminas U s : ;
(aminoécidos) Ninhidrina Hay coloracion violeta.
Cardendlidos Kedde Coloracion violacea.
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Fotografia de la recoleccion de la Euphorbia peplus L. “leche leche” y Ficus
carica L. “higo”.
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Anexo 6: Protocolo de extraccién de ADN genémico de linfocito humano.

’,::r"Ai' %
G
By mﬁ{.ﬁr’

a0
ol
Transferir 1 mL de sangre

dejar 1 mL de
a un tubo con tapa rosca.

ﬁ’m”) centrifugado.

Homogenizar <]

Agregar 9 THL tris-
HCI, Precalentado a

"0,
o Para la repeticién

agregar 5 mL de
tris- HCI.

Agregar 750 uyl de
cloroformo:  aleohol
isoamilico (24:1)

Centiifugar a2

1400 rpm x 107

Homogenizar por
inversion
delicadamente x 10

Agregar 600 pL de
alcohol isopropilico
helado.

Agregar acetato Dejar en reposc

de sodio 3M 20 1h a -20°C
Hi. i
B Centrifugar 2
1400 mm x
15

Descartar el sobrenadante,

preparado ciaro.

Aspirar  la
superior

Aspirar y descartar
el sobrenadante,
dejar sedimento.

Agregar a 1 mL de centrifugado, 9
mi de Nacl 0.85%

Resuspender  coi

: ; ; % 0.4 mL de Sol. High
B incubar a 37°C x 30" Repetir 2 veces Homog;a nizar TE
en BM. los pascs 1,2y 3. i
Centrifugar a2 2500 Centrifugar a !
rpm x 107 Hasta obtener un 2500 rpm x 10,

Transferir a otro tube
y agregar 0.4 mL de
Sol. lisis
precalentado a 50°C.

Agregar 750 uL de

cloroformo:  alcohol
fase isoamilico (24:1) Agregar 7 ul. de
acuosa y AT

proteinasa K

tragvasgr, g _otro {20mg/ mL).
Centrifugar a s
1400 rpm x 10 Incubar per una 3
* noche a 53°C.
Homogenizar” - por
inversién
delicadaments x 10
Eliminar el

sobrenadante,
enjuagar con 1 mL
de atanal al 70%

Centrifugar  a Resuspender con

i 1400 rpmx 107 80 L de Sol
i ‘low TE” y
Eliminar el guardar a -20°C.

alcohol y dejar
R a T? ambiente.
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Anexo 7

Protocolo para la determinacion del efecto genotéxico in vitro mediante electroforesis, propuesto por Miranda T.

Preparacion de reactivos para la Extraccién del ADN genémico de linfocito humano.
extraccion de ADN genémico de
linfocito humano.

-—- —a”

Cuantificacién del ADN
genomico de linfocito

: : Ve humano.
Preparacién de las soluciones con latex para enfrentar al ADN

gendmico de linfocitos humanaos para la prueba de genotoxicidad.

Sembrado en el Luego de colorear en
gel de agarosa brornuro dg etidio, se
para regls_tré las imagenes en
electroforesis. el Biometra UVsolo TS;

luego con una camara
fotoarafica.
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Anexo 8

pb
10,000pb —
Base Pairs  Mass (ng)
-1517 45
3,000pb
-1200 35
-1000 95
1,500pb ~ 900 a
- 800 2
- 700 2
1,000pb ~6m 1
- 500517 97
750pb ~ 400 38
- 300 29
500pb -200 25
- 100 48
250/253pb

Figura 20: Ladeer (Marcador de tamafio molecular de 100pb)
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Anexo 9

Tabla 8. Valores numéricos del grado de genotoxicidad de las plantas
medicinales en estudio.

Tiempo de Concentracion del latex %
—incubacion Leche leche Higo
111
100 50 25 10 100 50 25 10
4 4 3 3 4 4 3 2
1 4 4 3 3 4 4 3 2
4 3 3 3 4 4 3 2
4 4 3 2 4 4 3 2
4 4 4 3 3 4 4 3 2
4 4 4 2 3 4 3 2 1
4 3 3 2 4 4 3 2
4 3 3 1 4 4 3 2
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Anexo 10

Tabla 9. Prueba de Mann-Whitney del tiempo de incubacion de Euphorbia
peplus L. “leche leche”.

Categorizacion Rango de
en tiempo & promedio PHR EaEngos
1 16 17,56 281,0
4 16 15,44 2470
Estadisticos de prueba

U de Mann-Whitney 111,0

W de Wilconxon 2470

Z -0,703

Sig. asintoética (bilateral) 0,482

Significacién exacta [2” (Sig.
0,539
unilateral)]

a. Variable de agrupacion: tiempo (h)
b. No corregido para empates
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Anexo 11

Tabla 10. Prueba de Kruskal-Wallis de la concentracién de Euphorbia peplus L.
“leche leche”.

Categorizacion por

concentracion (%) N Rango promedio
10 8 8,38
25 8 10,88
50 8 20,75
100 8 26,00
Estadisticos de prueba
Chi-cuadrado 22,562
g 3
Sig. asintética ' 0,000

a. Prueba de Kruskal-Wallis
b. Variable de agrupacién: concentracion (%)
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Anexo 12

Tabla 11. Prueba de Kruskal-Wallis de la concentracion en dos tiempos de
incubacién de Euphorbia peplus L. “leche leche”.

Categorizacion por Rargo de promedio

tiempo (h) Concentracion (%) N
10 4 4,38
25 4 5.50
1 50 4 11,13
100 4 13,00
total 16
10 4 4,38
25 4 5,88
4 50 4 10,25
100 4 13,50
total 16
Estadisticos de prueba
Chi-cuadrado 11,813
1 gl _ 3
. Sig. asintética 0,08
hempo Ci?i—cuadrado 10,606
4 al 3
Sig. asintética 0,014

a. Prueba de Kruskal-Wallis
b. Variable de agrupacion: concentracion (%)
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Anexo 13

Tabla 12. Prueba de Mann-Whitney del tiempo de incubacion de Ficus carica L.
“higo”.

Categorizacion en

" N Rango de promedio Suma de rangos
1 16 17,25 276,0
4 16 15,75 252,0
Estadisticos de prueba
U de Mann-Whitney 116,0
W de Wilconxon 252,0
Z -0,486
Sig. asintdtica (bilateral) 0,627
Significacién exacta [2° (Sig. unilateral)] 0,669

a. Variable de agrupacién: tiempo (h)

b. No corregido para empates
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Anexo 14

Tabla 13. Prueba de Kruskal-Wallis de la concentracion de Ficus carica L. “higo”.

Categorizacion por

concentracion (%) N Rango promedio
10 8 4,94
25 8 12,50
50 8 23,56
100 8 25,00
Estadisticos de prueba
Chi-cuadrado 28,516
gl 3
Sig. asintética 0,000

a. Prueba de Kruskal-Wallis

b. Variable de agrupacioén: concentracion (%)
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Anexo 15

Tabla 14. Prueba de Kruskal-Wallis de la concentracién en dos tiempos de
incubacién de Ficus carica L. “higo”.

Categorizacion por

tiempo (h) Concentracion (%) N Rango de promedio
10 4 2,50
) 25 4 6,50
50 4 12,50
100 4 12,50
total 16
10 4 2,88
25 4 6,50
* 50 3 11,63
100 4 13,00
total 16
Estadisticos de prueba
Chi-cuadrado 15,00
1 ql 3
tiempo Sig. asintética 0,002
Chi-cuadrado 13,044
“ al 3
Sig. asintotica 0,005

a. Prueba de Kruskal-Wallis
b. Variable de agrupacién: concentracion (%)

74



Anexo 16
Matriz de consistencia

MARCO HIPOTESIS VARIABLES
TITULO PROBLEMA OBJETIVO TEORICO METODOLOGIA
Tipo de investigacién :
Efecto (Cuél serd el GENERAL Aspectos El ldtex de las Variable Principal: Basica — descriptivo.
genotéxico in efecto genotéxico Determinar el efecto plantas Plantas medicinales Nivel de investigacién:
vitro del l&tex in vitro del ldtex genotéxico in vitro del latex de Botanicos de edicinales antiverrucosas  Euphorbia Bésico
de plantas de las plantas las  plantas  medicinales Euphorbia peplus L. antiverrucosas peplus L. ‘leche leche” y Poblacién: Plantas de Euphorbia peplus L.
medicinales medicinales antiverrucosas Euphorbia “eche leche” y Euphorbia peplus Ficus carica L. "higo’. ‘leche leche” y Ficus carica L. *higo”
antiverrucosas  antiverrucosas  peplus L."eche leche” y Ficus . , L. “leche leche” y Indicador: ubicadas en el rango altitudinal de 2700
. : i Ficus carica L. ] . msnm, que crecen en los diferentes pisos
Euphorbia Euphorbia peplus carica L."higo™. . Figus carica L. - _ Especies d.e plantas ecolégicos de los distritos de Ayacucho y
peplus L. “leche ‘“leche leche” vy higo™ *higo”, presentan medicinales  antiverrucosas gan juan Bautista, respectivamente, de la
leche” y Ficus Ficus carica ESPECIFICOS Clasificacién efecto genotéxico Euphorbia peplus L."eche provincia de Huamanga de la regi6n de
carica L. "higo”, “higo” frente al = Identificar los metabolitos T in vitro sobre el leche” y Ficus carica Ayacucho, Perl. .
Ayacucho - ADN genémico secundarios en el latex de las o ADN genémico de L.’higo™. Muestra: 500 L de latex de Euphorbia
2013. de linfocitos  plantas medicinales Descripcion linfocitos humano, {’:p"',',s L. “leche leche”y Ficus carica L.
humano? antiverruc?sas E’.uphorbia Botanica, detectado - ‘(:onpentracion del latex en L.,'f:e I"io de Investigacién:
pepfius L .lec"he leche” y Ficus Composicién mediante . microlitros (%). . Los ensayos se realizardn con un modelo in
carica L."higo”. DS electroforesis. Variable sacun.daria. ‘ vitro para estudiar la actividad genotéxica
s Caracterizar el efecto de la ; Efecto genotdxico in vitro de del litex sobre el ADN Sitkcs o
- . o ) genémico de
genotoxicidad del Istex de las Actividades s plantas medicnales. linfocito humano, demostrandose por su
plar"ntas medicinales gjolégicas. Indicador: ‘ . fragmentacion.
antiverrucosas en estudio, con ADN - ADN genémico de linfocitos Analisis estadistico:

ensayos in vitro sobre el ADN
gendmiceo de linfocitos humano
detectado mediante
electroforesis.

Genotoxicidad.
Electrophoresis.

humano.

- Fragmentacién del Acido
desoxirribonucleico (ADN).

Los datos serén agrupados y presentados
en ftablas, expresados en registros
fotograficos y figuras que expliguen mejor
los hallazgos. Se aplicard la prueba de
Mann Whitney y prueba de Kruskal Wallis
para determinar el nivel de significancia del
efecto genotéxico sobre el ADN gendémico
de linfocito humano. El valor de p< 0,05, se
considerara como el nivel estadisticamente
significativo.
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Efecto genotoxico in vitro del latex de plantas
medicinales antiverrucosas Euphorbia peplus L. “leche
leche” y Ficus carica L. “higo”. Ayacucho, 2013.

Lizbeth Pillaca Untiveros', Tomas Miranda Tomasevich' y Enrique Aguilar Felices'.
'Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga.

RESUMEN

Tradicionalmente algunas de las infecciones virales, principalmente las que afectan a nivel de la piel, como
las verrugas, han sido tratados con productos de origen vegetal; y los estudios de genotoxicidad se orientan a
evidenciar a qué nivel de organizacién del ADN opera el dafio causado por fos compuestos evaluados. Motivo
por el que realizamos el presente estudio teniendo como objetivo determinar el efecto genotdxico “in vitro”
del latex de plantas medicinales antiverrucosas Euphorbia peplus L. “leche leche” y Ficus carica L. “higo”.
Esta investigacion descriptiva, se desarrollé en los Laboratorios de Farmacognosia de la Escuela de
Formacion Profesional de Farmacia y Bioquimica, y el Centro de Investigacién en Biologia Molecular y
Bioinformatica de la Facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad Nacional de San Cristobal de
Huamanga, durante los meses de octubre del 2013 y marzo del 2014 en la ciudad de Ayacucho. El latex fue
obtenido directamente de la planta, realizando un corte del tallo de la “leche leche” y base del fruto verde del
“higo” (sicono), se realizd el tamizaje fitoquimico, y la determinacién genotoxica del latex a diferentes
concentraciones, expuestos sobre el ADN genémico de linfocito humano, mediante el “método Tomasevich”,
cuya estimacion del dafio genotéxico “in vitro” fue determinado mediante electroforesis en gel de agarosa con
bromuro de etidio y visualizado en radiacion de luz ultra violeta, dentro del sistema de registrador de
imédgenes Biometra UVsolo TS y camara digital convencional. Los metabolitos secundarios identificados en
latex “leche leche” fueron: alcaloides, lactonas y/o cumarinas, fenoles y/o taninos, flavonoides, saponinas y
principios amargos y astringentes, y en latex de “higo” alcaloides, lactonas y/o cumarinas, flavonoides y
principios amargos y astringentes. El latex de Euphorbia peplus L. “leche leche” como de Ficus carica L.
“higo” presentaron una importante actividad genotoxica sobre el ADN genémico de linfocito humano, siendo
a concentraciones de 100% y 50% la mayor fragmentacioén del ADN con respecto a 25% y 10%. Se concluye
que el latex de plantas medicinales antiverrucosas Euphorbia peplus L. “leche leche” y Ficus carica L. “higo”
presentan efecto genotdxico “in vitro”, que depende directamente de la concentracién del latex; mas no asi del
tiempo de incubacién.

Palabras clave: Genotoxicidad, ADN genémico de linfocitos humano, Euphorbia peplus L. y Ficus carica L.

SUMMARY

Traditionally some of the viral infections, mainly those affecting the skin level, such as warts, have been
treated with products of plant origin; and genotoxicity studies are oriented to show what level of organization
of the DNA damage caused by tested compounds operates. Why that performed this study aimed to determine
the effect of medicinal plants latex "in vitro" genotoxic antiverrucosas Euphorbia peplus I. "milk milk" and
Ficus carica l. "fig". This descriptive research, developed in the school of vocational training of Pharmacy and
biochemistry laboratory of pharmacognosy and the Centre for research in Molecular Biology and
Bioinformatics of the Faculty of biological sciences at the National University of San Cristobal de Huamanga,
during the months of October 2013 and March of 2014 in the city of Ayacucho. Latex was obtained directly
from the plant, making a cut stem of "milk"milk and the fruit base 'fig' (the syconium) green, was screening
phytochemical, and determining genotoxic latex at various concentrations, exposed on the genomic DNA of
human, using the "Tomasevich method" lymphocyte, whose estimate of the "in vitro" genotoxic damage was
determined by electrophoresis in gel agarose with ethidium bromide and visualized in ultra violet light
radiation, within the recorder images Biometra UVsolo TS and conventional digital camera system.
Secondary metabolites identified in latex "milk milk" were: alkaloids, lactones or coumarins, phenols and/or
tannins, flavonoids, saponins and principles bitter and astringent, and in "fig" latex alkaloids, lactones or
coumarins, flavonoids and bitter and astringent principles. The latex of Euphorbia peplus 1. "milk milk" as
Ficus carica 1. "fig" presented an important activity genotoxic on genomic DNA of human lymphocyte, being
at 100% and 50% concentrations the further fragmentation of the DNA from 25% to 10%. It is concluded that



medicinal plants latex antiverrucosas Euphorbia peplus 1. "milk milk" and Ficus carica l. "fig" have genotoxic
effect "in vitro", which directly depends on the concentration of latex; but not so the incubation time.

Key words: genotoxicity, genomic DNA isolation from human lymphocyte, Euphorbia peplus 1. and Ficus

carical.

INTRODUCCION

Uno de los problemas que la humanidad ha
enfrentado durante su existencia viene a ser las
infecciones virales, tradicionalmente algunas de
estas infecciones principalmente las que afectan a
nivel de la piel como las verrugas, han sido tratados
con productos de origen vegetal, que al mismo
tiempo podrian proporcionar una alternativa de
solucion frente a este problema. El uso de las
plantas medicinales en la terapéutica requiere, al
igual que los productos sintéticos, de
investigaciones previas y posteriores a su
comercializacion, donde sigan siendo observadas
mediante estudios de farmacovigilancia.'! Las
pruebas de toxicidad se realizan con el fin de
identificar posibles dafios para el ser humano ya
que, se han detectado que la Euphorbia peplus L.es
uno de una serie de plantas de lafamilia
FEuphorbiaceae que ha atraido la atencion como un
remedio casero para el cancer de piel debido a su
savia lechosa. Sin embargo, una encuesta realizada
por Peplin Biotech de mas de 200 especies de
la familia Euphorbiaceae ha demostrado que
solo Euphorbia peplus L. tiene los atributos
deseados de eficacia anticancerigena in vifro ein
vivo.” Mientras tanto el latex del “higo” tiene un
efecto irritante sobre la piel, debido a su contenido
en furocumarinas, por lo que se utiliza para ablandar
y estimular los callos, durezas y verrugas.’ Los
compuestos genotoxicos producen efectos que
pueden manifestarse en el propio individuo o en su
descendencia originando enfermedades genéticas.
Tales razones justifican que las investigaciones de
genotoxicidad sean tan necesarias y en este sentido
se amplien los conocimientos de las plantas
medicinales antiverrucosas Fuphorbia peplus L.
“leche leche” y Ficus carica L. “higo” respecto a
los posibles efectos sobre el  acido
desoxirribonucleico (ADN).” En los ultimos afios
estas pruebas para medir dafio a nivel primario del
ADN, han alcanzado gran importancia entre los
anélisis de genotoxicidad.'® Al latex de estas plantas
se le atribuye propiedades antimicética,
anticancerigena, purgante en pocas gotas, como
bactericida, para extirpar  verrugas, como
cicatrizante de heridas, como antiséptico, etc, las
mismas que fueron demostradas por trabajos de
investigacion. Se emplea un sistema de ensayo a
corto plazo in vitro utilizando el ADN genomico de

linfocito humano como organismo para detectar
dafio genético.

Como parte del estudio farmacologico vy
toxicologico de estas plantas, en el presente trabajo
se pretende desarrollar los siguientes objetivos:
Objetivo General:

e Determinar el efecto genotdxico in vitro de las
plantas medicinales antiverrucosas Fuphorbia
peplus L. “leche leche” y Ficus caricaL. “higo™.
Objetivos Especificos:

e Identificar los metabolitos secundarios en el
latex de Euphorbia peplus L. “leche leche” y Ficus
carical. “higo”.

e Caracterizar el efecto de la genotoxicidad del
latex de las plantas medicinales antiverrucosas en
estudio, con ensayos in vitro sobre el ADN
gendmico de linfocitos humano, detectado mediante
electroforesis.

MATERIALES Y METODOS
DEFINICION DE LA POBLACION Y
MUESTRA
Poblacién

Plantas de Euphorbia peplus L. “leche leche” y

Ficus carica L. “higo” ubicadas en el rango

altitudinal de 2700 msnm, que crecen en los

diferentes pisos ecoldgicos de los distritos de

Ayacucho y San Juan Bautista, respectivamente, de

la provincia de Huamanga de la region de

Ayacucho, Peri.

Muestra

e 500 pL de latex de Euphorbia peplus L. “leche
leche ™.

® 500 pL de ldtex de Ficus carica L. “higo”.

Tipo de muestreo

Muestreo por conveniencia.

Unidad muestral

Latex de las plantas medicinales en estudio.

DISENO METODOLOGICO

Metodologia para la recoleccion de datos

Recoleccion de la muestra

Las muestras de la Fuphorbia peplus L. “leche

leche” fueron recolectadas en los jardines de la

Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad

Nacional San Cristébal de Huamanga del distrito de

Ayacucho; y las muestras de la Ficus carica L.

“higo™ recolectados de la huerta de un domicilio del

distrito de San Juan Bautista, provincia de

Huamanga, de la region de Ayacucho. Todas ellas

en buen estado de conservacién, recogidas en las



primeras horas del dia, e inmediatamente fueron
transportadas a los laboratorios para los ensayos
respectivos.

Para la identificacién taxonémica de cada planta
medicinal en estudio, se emplearon muestras con
hojas, tallos y flores en cuanto a la “leche leche”;
mientras para el “higo” hojas, flores y frutos, que
fueron realizadas en el Laboratorio de Boténica de la
Facultad de Ciencias Biol6gicas por la Blga. Laura
Aucasime Medina.

Obtencidn del latex:

El latex de “leche leche” se obtuvo realizando
cortes en los tallos verdes, para dejar caer el latex en
tubos eppendorf estériles de 2 mL; para el caso del
“higo” se realizd un corte en la base del fruto verde
(sicono), para dejar caer el latex en tubos eppendorf
estériles de 2 mL.

Tamizaje fitoquimico

Se realizo una marcha fitoquimica al latex obtenidos

de las plantas medicinales en estudio, para

determinar la presencia de los diferentes

metabolitos secundarios siguiendo el procedimiento

de Lock de Ugaz, Miranda y Cuellar.*’

Extraccibn de ADN genémico de linfocitos

humano:

Se realizd a partir de una unidad de bolsa colectora
de sangre “cuadruple” fraccionada, conteniendo el
paquete de globulos blancos, para descarte, que se
consiguié en donacién del Banco de Sangre del

Hospital Regional de Ayacucho “Miguel Angel

Mariscal Llerena”, y obtener el ADN genémico

mediante extraccion orgdnica, modificado por

Miranda.®

Cuantificacion de ADN genémico de linfocitos

humano:

® Por espectrofotometria ultra violeta.

» Por electroforesis.

Ensayos de la genotoxicidad in vitro:

Se desarrolld siguiendo el “método Tomasevich”

propuesto por Miranda®; con las siguientes fases:

e Fase I: Cuantificacién y preparacién de Stock
de ADN genémico de linfocitos humano.

El ADN genémico de linfocitos humano obtenido,

fue cuantificado por espectrofotometria UV marca

Eppendorf BioPhotometer plus; luego se prepar6 un

stock a concentraciéon de 1500 ng/pL en volumen

final de 150 pL, para cada planta medicinal en

estudio.

e Fase II: Prueba de genotoxicidad in vitro de
ADN genémico de linfocitos humano.

Se prepard las soluciones del latex de cada planta

medicinal, a concentraciones de 100%, 50%, 25% y

10%, con agua bidestilada estéril.

Se acondicioné las soluciones de genotoxicidad “in

vitro” de ADN genémico, de acuerdo al detalle

siguiente:

Tabla 1. Preparacién de las soluciones para la prueba de genotoxicidad “in vitro” de ADN gendémico, por efecto

del latex de plantas medicinales.

SOROICIONES SOLUCIONES PARA PRUEBA DE GENOTOXICIDAD
in vitro
N° de tubo 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Stockde ADN (1500 ng/ul) 44 44 14 14 14 14 14 14
Volumen en pL
c°“°7.’,;:" acion 469 50 25 10 100 50 25 10 -
Latex
Volumen
6 3 15 06 6 3 15 06 -
(bL) 2
Agua bidestilada estéril . 3 45 54 - 3 45 54 &
Volumen total (L) 20 20 20 20 20 20 20 20 20
Incubacion a 37°C (h) 1 4 )




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

e Fase IH: Electroforesis para la deteccion de
genotoxicidad.
Se prepar6 el gel de agarosa al 1% y se dispuso de
una camara de electroforesis Biometra.
Para el volumen de carga en gel de agarosa, de los
productos de la reaccion de genotoxicidad, se utilizd
las siguientes cantidades: 1 pL de loading
(colorante sefializador de migracién de las bandas),
4 pL de la soluci6n para la prueba de genotoxicidad
“in vitro” y 2 pL de agua bidestilada estéril,
volumen final 7 uL; se mezclé y se cargd en el
respectivo pozo del gel de agarosa para
electroforesis.
Adicionalmente de prepar6 el ladder 100 pb
(marcador de tamaiio molecular de 100 pb) con: 1
pL de loading, 4 pL de ladder y 2 pL de agua
bidestilada estéril, volumen final 7 pL; se mezclé y
se cargd en el respectivo pozo del gel de agarosa
para electroforesis.
Se instalé la camara de electroforesis a la fuente de
poder y se corrié a 30 voltios (V) por 5 horas.

e Fase IV: Radiacién UV para la visualizaciéon de
genotoxicidad.

Luego del tiempo de corrido electroforético, se
sumergird el gel de agarosa en una solucién de
bromuro de etidio al 1% durante 10 minutos
aproximadamente, se enjuagd con abundante agua
corriente dos veces y se hizo la lectura por radiacién
en UV en el sistema de registrador de imagenes
marca Biometra UV solo TS, adicionalmente se
tomé fotografias con una cdmara digital Canon 20x
de 12,1 mega pixeles full HD, sobre un
transiluminador UV marca Ultra Lum; para
visualizar los fragmentos del ADN producto de la
digestion.

e Fase V: Interpretacién y clasificacién del
registro visual de genotoxicidad.

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

Tabla 2. Valoracién numérica de la genotoxicidad.
Genotoxicidad B

0 fragmentacion de ADN < 5%

1 fragmentacion de ADN entre 5 a 20%

2 fragmentacion de ADN entre 20 a 40%

3 fragmentacion de ADN entre 40 a 95%

4 fragmentacién de ADN > 95%

Fuente: Larrea Poma M., 2007

Anilisis de datos

Los datos fueron agrupados y presentados en tablas,
expresados en registros fotograficos y figuras que
explican mejor los hallazgos. El dafio genotdxico se
evalué6 mediante el paquete estadistico SPSS, se
utilizo la prueba de Mann-Whitney de comparacion
de méximos y minimos para dos muestras
independientes y Kruskal-Wallis para mas de dos
muestras independientes. El valor de p< 0,05, se
considerd como el nivel estadisticamente
significativo.

RESULTADOS
Tabla 3. Metabolitos secundarios en el latex de
Euphorbia peplus L. “leche leche” y Ficus carica
L. “higo™.

Metabollfos Resultados
secundarios
Leche leche Higo
Alcaloides +++ +H+
Lactonas
ylo + ++
cumarinas
Fenol_es y/o . )
taninos
Flavonoides At ++
Saponinas ++ -
Principio
amargo y +++ +++
astringente

Leyenda: Leve (+), Moderada (++), Abundante (+++)



Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa al 1% del
producto de la genotoxicidad del ADN genémico de
linfocitos humano a 1500 ng/uL, con latex de
Euphorbia  peplus L. “leche leche” a
concentraciones de 100%, 50%, 25% y 10%,
durante 1 y 4 horas de incubaciéon a 37°C.
Ayacucho, 2013.
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Figura 2. Variacién del porcentaje de fragmentacion
del ADN gendémico de linfocitos humano, con litex
de Euphorbia peplus L. “leche leche” a diferentes
concentraciones, durante 1 hora de incubacién a
37°C.
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Figura 3. Variacién del porcentaje de fragmentacion
del ADN genémico de linfocitos humano, con latex
de Euphorbia peplus L. “leche leche” a diferentes
concentraciones, durante 4 horas de incubacién a
37°C.

i 2 3 4 5 6 7 8 9

B Bt ) e S W

Figura N° 4. Electroforesis en gel de agarosa al 1%
del producto de la genotoxicidad del ADN
genoémico de linfocitos humano a 1500 ng/pL, con
latex de Ficus carica L. “higo” a concentraciones de
100%, 50%, 25% y 10% durante 1 y 4 horas a 37°C.
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Figura 5. Variacion del porcentaje de fragmentacion
del ADN genémico de linfocitos humano, con latex
de Ficus carica L. “higo” a diferentes
concentraciones, durante 1 hora de incubacién a
37°C.
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Figura 6. Variacion del porcentaje de fragmentacion
del ADN genémico de linfocitos humano, con latex
de Ficus carica L. ‘“higo” a diferentes
concentraciones, durante 4 horas de incubacién a
37°C.

Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa al 1% del
producto de la genotoxicidad de ADN gendémico de
linfocitos humano a 1500 ng/pL, como prueba
control con latex de Euphorbia peplus L. “leche
leche” y Ficus carica L. “higo” a concentraciones
de 100%, 50%, 25% y 10%.

DISCUSION
La evaluacion genotoxica de plantas medicinales
deben ser realizadas, en primera instancia, mediante
ensayos “in vitro” si es que rtesultara negativo se
prosigue con el ensayo “in vivo”, para demostrar el
dafio a nivel del ADN.®
Por ello en el presente trabajo de investigacion de
desarrollo la actividad genotoxica in vitro a las
plantas medicinales Euphorbia peplus L. “leche
leche” y Ficus carica L. “higo” por medio de
electroforesis en gel. Como primera instancia se
realizd el tamizaje fitoquimico del latex de la
Euphorbia peplus L. “leche leche” desarrollado
segin la técnica de Lock® y Miranda® en el cual se
reporta la presencia de los metabolitos secundarios
como: alcaloides, lactonas y/o cumarinas, fenoles
y/o taninos y flavonoides; ademas se identificod la
presencia de saponinas, principios amargos Yy
astringentes (Tabla 3), lo cual coincide con un
reporte anterior.’
Mientras que en el latex de Ficus carica L. “higo”,
se encontraron tales como: alcaloides, lactonas y/o
cumarinas y flavonoides; ademés de principios
amargos y astringentes. Estudios realizados nos
confirma la presencia de estos metabolitos
encontrados. '’
El registro fotografico de la figura 1, revela muy
claramente la fragmentacion del ADN de linfocitos
humano a 1500 ng/pL, por el efecto genotoxico de
latex de Euphorbia peplus L. “leche leche” a



diferentes concentraciones porcentuales, el carril 1
(100%), carril 2 (50%), carril 3 (25%) y carril 4
(10%) incubados a 37°C por 1 hora; carril 5 (100%),
carril 6 (50%), carril 7 (25%) y carril 8 (10%)
incubados a 37°C por 4 horas, el carril 9 con ADN
de linfocito humano a concentracién de 1500 ng/pL
como control. Podemos visualizar que el latex al
100% en el carril 1, ha degradado el ADN a
fragmentos pequefios menores de 300 pb
comparando con el recorrido del loading
correspondiente al azul de bromofenol, mostrando
una masa compacta de tamafio homogéneo con
refringencia de color naranja e intensa por su alta
concentracion; el carril 2 muestra similar
genotoxicidad, pero con fragmentos ligeramente
mas grandes que las del carril 1, el carril 3 muestra
el efecto genotéxico con fragmentos de ADN de
tamafio diverso y dispersos en la trayectoria del
carril a razon de su tamafio de aproximadamente
300 pb hasta 10 000 pb (de abajo hacia arriba), y en
el carril 4, con efecto parecido al anterior, pero con
rango de fragmentos mayores a 10 000 pb. El carril
5, respecto al carril 1, revela un mayor efecto
genotoxico a punto de desintegrar la totalidad de
ADN, por el tiempo de incubacién de 4 horas,
mientras que los carriles 6, 7 y 8 son similares a los
carriles 2, 3 y 4. El carril 9 de control, nos sirve para
comparar los recorridos electroforéticos a razon del
tamafio de las moléculas de ADN, pues ella ha
recorrido poco espacio y por su alta concentracion,
parte de ella ha quedado atrapado en el pozo del gel.
Segin los estudios de Ejchart A, 2003.,” los
pardmetros validados para determinar el dafio
evaluado mediante el ensayo cometa fueron:
migraciéon del ADN, concentracién de ADN en la
cola, momento de cola, y momento Olive, entre
otros. En este estudio se utilizb como parametro de
medida la longitud de cola (pm); de acuerdo con
este valor, se clasifico arbitrariamente, el tipo de
dafio en cinco categorias: 0, células sin dafio (0-18
um); 1, células con dafio bajo (19-37 pm); 2, células
con dafio medio (38-56 pm); 3, células con dafio
alto (57-75 um) y 4, células con dafio total (mayor
de 75 pm). Otro parametro que se tuvo en cuenta
para los anélisis de genotoxicidad, fue la frecuencia
de células dafiadas en cada tratamiento.

La figura 2, muestra la variacion del porcentaje de
fragmentacion del ADN genémico de linfocitos
humano, con latex de Fuphorbia peplus L. “leche
leche” a diferentes concentraciones, durante una
hora de incubacién a 37°C, que resulta (p=0.008),
por lo tanto la concentracion es muy influyente en el
efecto genotdxico.

La figura 3, muestra la variacion del porcentaje de
fragmentacion del ADN genomico de linfocitos

humano, con latex de Euphorbia peplus L. “leche
leche” a diferentes concentraciones, durante cuatro
horas de incubacién a 37°C, que resulta (p=0.014),
por tanto las concentraciones influyen directamente
en el efecto genotoxico.

Estos resultados, lo podemos corroborar en el
estudio de Reynoso, 2011,” menciona que la
genotoxicidad depende de la concentracion del
extracto. No existen reportes previos acerca de este
comportamiento, pero es sabido que las dosis
elevadas de cualquier genotoxico inducen un alto
nivel de ruptura en el ADN, lo cual, puede
ocasionar la aparicion de caudas sumamente largas
(y por lo tanto no perceptibles al microscopio), lo
que conduce a una cuantificacion a la baja de
caudas. Concentraciones menores ocasionan dafio
genético no tan severo produciendo caudas mds
visibles y, aparentemente mas largas; explicaciones
de esta aparente paradoja, lo reportan diferentes
estudios de ensayos de electroforesis de una sola
célula “ensayo cometa”,

En el registro fotografico de la figura 4, de
electroforesis en gel de agarosa al 1%, revela la
actividad de genotoxicidad representado por la
fragmentacion del ADN de linfocitos humanos a
1500 ng/pL, inducida por el latex de Ficus carica
L.*higo” a concentraciones de 100%, 50%, 25% y
10% incubados a 37°C; los carriles 1 y 2 muestran
una actividad mayor a 95%, los carriles 3 de 40 a
95% vy el carril 4 de 20 a 40%, durante 1 hora de
incubacién. Durante 4 horas de incubacién, los
carriles 5 y 6 mayor a 95%, los carriles 7 y 8 entre
20 a 40% de fragmentacion; se puede apreciar que
gradualmente se forma las “colas” del corrido de
fragmentos de ADN en cada carril, cada vez mas
larga que las anteriores; el carril 9 muestra el
espacio recorrido del ADN control a 1 500 ng/pL,
que nos permite comparar con los productos
fragmentados. Notese que las refringencias que
emanan de los pozos del gel en los carriles 1, 2,5 y
6, no son de color naranja que indicaria presencia de
ADN, por el contrario son de color blanco que
corresponde a restos del latex de la planta en
estudio.

Estos productos fragmentados de ADN lo
contrastamos segn un estudio realizado por Ortiz I.
et al, 2012.,"* quienes evaluaron la genotoxicidad
por medio del ensayo cometa alcalino que se basa
en que los dafios en el ADN nuclear generados por
un agente genotoxico que no causa ligamientos
cruzados, produce fragmentos de ADN de bajo peso
molecular, generados por rupturas directas de
cadena doble o sencilla, o indirectamente, por
reparaciébn por escision incompleta o por la
formacién de sitios labiles al 4alcali. Estos



fragmentos de ADN se liberan durante el periodo de
desnaturalizacién alcalina y generan la cola del
cometa durante la electroforesis. EIl ADN de alto
peso molecular no migra y forma la cabeza del
cometa. Asi, mientras mayor sea el dafio y la
fragmentacion generados por el compuesto
genotoxico, mayor serd la longitud de la cola del
cometa.

La figura 5, muestra la variacion del porcentaje de
fragmentacién del ADN gendémico de linfocitos
humano, con latex de Ficus carica L. “higo” a
diferentes concentraciones, durante una hora de
incubacién a 37°C, que resulta (p=0.002), por lo
tanto la concentracién es muy influyente en el
efecto genotdxico.

La figura 6, muestra la variacion del porcentaje de
fragmentacion del ADN genémico de linfocitos
humano, con latex de Ficus carica L. "higo” a
diferentes concentraciones, durante cuatro horas de
incubacion a 37°C, que resulta (p=0.005), por tanto
las concentraciones influyen directamente en el
efecto genotdxico.

Mediante el estudio de Villalba, 2013.," Las
furocumarinas cumplen con la funcién de incluirse
en la formacién de entrecruzamientos entre las
hebras del DNA, que tienen el inconveniente de no
poder ser reparados con facilidad por los
mecanismos de reparacion del material genético,
resultando ser mutagénicos y carcinogénicos;
motivo por el cual explicaria nuestros resultados
obtenidos.

El registro fotografico de la figura 7, nos permite
visualizar la actividad genotoxica de ADN
gendémico de linfocitos humano a 1500 ng/pl, con
latex de Euphorbia peplus L. “leche leche” y Ficus
carica L. “higo” a concentraciones de 100%, en los
carriles 1 y 6 respectivamente, la genotoxicidad de
“leche leche” presenta fragmentos de ADN de
aproximadamente 100 a 500 pb, mientras que con el
“higo” el ADN fue totalmente fragmentado y
obsérvese que la refringencia del pozo
correspondiente no es de color naranja, sino
blanquecino que corresponderia a restos del latex;
ambos comparados con el carril 11 que muestra el
ADN control a 1500 ng/pL. Los carriles 2, 3,4y 5
corresponden al latex de “leche leche” a
concentraciones de 100%, 50%, 25% y 10%
respectivamente, las mismas que sirven de control
para certificar la ausencia de ADN en el latex, lo
mismo que los carriles 7, 8, 9 y 10 para el latex del
“higo”. Nos permitimos comentar la diferencia
visual que percibimos entre los carriles de ambos
latex, con presencia de sustancias refringentes en el
caso del “higo” que estaria evidenciando la
diferencia en los componentes de ambos latex.

Se concluye que el latex de plantas medicinales
antiverrucosas Fuphorbia peplus L. “leche leche” y
Ficus carica L. “higo” presentan efecto genotéxico
“in vitro”, que depende directamente de la
concentracion del latex; mas no asi del tiempo de
incubacion.
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