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Resumen

Este estudio descriptivo, se desarrollé en el Centro de Investigacién en Biologia
Molecular y Bioinformatica de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad
Nacional de San Cristébal de Huamanga, durante los meses de setiembre de 2014
a enero de 2015 en la ciudad de Ayacucho, Peru. Los objetivos planteados fueron
determinar el efecto genotdxico in vitro de Schkuhria pinnata (Lam.) Kuntze
“canchalagua” o “piqui pichana” frente a ADN gendémicos de: Homo sapiens
sapiens, Candida albicans y Staphylococcus aureus, e identificar sus metabolitos
secundarios. El extracto hidroalcohdlico fue obtenido con alcohol a 80°,
realizandose el tamizaje fitoquimico y la determinacién genotdxica a diferentes
concentraciones, exponiéndose éstos sobre el ADN gehémico de Homo sapiens
sapiens, Candida albicans y Staphylococcus aureus; la estimacion del dafio
genotoxico in vitro fue determinado con el “Método Tomasevich”, mediante
electroforesis en gel de agarosa con bromuro de etidio al 1% 'y visualizado en
radiacién de luz ultra violeta dentro del sistema de registrador de imagenes
Biometra UVsolo TS. Los metabolitos secundarios identificados fueron: alcaloides,
flavonoides, fenoles y/o taninos, lactonas y/o cumarinas y quinonas. El extracto
hidroalcohdlico presentd una importante actividad genotdxica sobre el ADN
genomico de Candida albicans, Homo sapiens sapiens y Staphylococcus aureus,
respectivamente, siendo las concentraciones de 100 mg/mL y 50 mg/mL con
mayor efecto genotéxico. Se concluye que el dafio genotéxico in vitro, no revela
diferencia estadistica (p=0,190) de su efecto, frente a los ADNs genémico de
Homo sapiens sapiens, Candida albicans y Staphylococcus aureus,
respectivamente. Las concentraciones del extracto hidroalcohdlico, si influye en la
actividad genotdxica in vitro, frente a cada ADN genémico de Homo sapiens
sapiens (p=0,008), Candida albicans (p=0,045) y Staphylococcus aureus
(p=0,006), determinados por la prueba de Kruskal Wallis.

Palabras clave: Genotoxicidad, Schkuhria pinnata, Homo sapiens sapiens,
Céndida albicans, Staphylococcus aureus.



I INTRODUCCION

Las plantas medicinales son utilizadas por billones de personas en la mayor parte
de los paises en vias de desarrollo, debido a la carencia de asistencia de los
servicios de salud, su bajo costo y efectividad, asi como las creencias y
preferencias culturales.’

Uno de los problemas que actualmente enfrentan los tratamientos médicos a las
infecciones cronicas micéticas y bacterianas, que resuitan ser prolongados y en
muchos casos sin resultados dptimos, se presenta el uso de los productos de
origen vegetal como una aiternativa frente a este problema. La incidencia de
infecciones oportunistas, incluyendo infecciones por hongos, también ha
aumentado. Como resultado, la terapia antifiingica y antibacteriana esta jugando
un papel muy importante en el cuidado de la salud y el tamizaje de plantas.
medicinales en busca de nuevas alternativas terapéuticas, es ahora mas
frecuente. Esta busqueda de nuevos agentes se basa en gran parte, en
informacién etnobotanica y'etnofarmac:olégican.2

El Perd presenta una riqueza y megadiversidad de plantas medicinales nativas,
desde la época pre incaica hasta la actualidad. Siendo éstas utilizadas en forma
empirica por sus bondades terapéuticas en el cuidado y restauracion de la salud,

debido a la actividad farmacologica que poseen, pero a la vez pudiendo ocasionar



toxicidad en el organismo humano, dependiendo de la dosis y via de
administracion.

L.a justificacién para el presente estudio, es que en nuestra region, sobre todo en
las comunidades campesinas, Schkuhria pinnata (I.am.) Kunize “canchalagua” o
“piqui pichana” es recurrida para el tratamiento de diversos males, dosificandose
por via oral y dérmica; si bien posee el efecto curativ_o, aun se desconoce muchos
aspectos de sus principios activos, tampoco puede descartarse la posibilidad que
a determinadas concentraciones genere toxicidad.!

Aunque las plantas medicinales tienen propiedades terapéuticas, algunos de los
extractos de las plantas superiores constituyen mezcias complejas que contienen
un gran namero de sustahcias con propiedades mutagénicasy carcinogénicas, y
su uso constante ha sido correlacionado con la ocurrencia de enfermedades en
las peblaciones, de ahi el peligro potencial que encierra el consumo indiscriminado
de farmacos de origen vegetal, debido a los escasos datos que se poseen sobre
la accion mutagénica de las plantas medicinales consumidas por la poblacion.
Es pbr ello que el estudio de las plantas medicinales sugiere una ruta para su
evaluacion que consta de: seleccion de las plantas a investigar, identificacion
boténica correcta, caracteristicas fitoquimicas minimas, estudio farmacologico y
estudio toxicologico, para decidir si se continGia o se abandona el uso tradicional.?
Por esto resulta trascendental estudiar las plantas téxicas como fuente de
productos activos, una de las formas de evaluacién de toxicidad esta dada por su
efecto sobre el patrimonio genético, hivel de analisis propio de la “genética
toxicologica®.?

La genética toxicoldgica estudia los efectos mutagénicos de sustancias quimicas
y radiaciones, asi como las consecuencias para la salud humana de la exposicién
a mutagenos, considerando como tal a cualquier agente que induzca mutacion

genética, aberraciones cromosomicas estruciurales o numeéricas, alteraciones al
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ADN (formacion de aductos, alquilacién de bases, intercalamiento de bases),
mecanismos de reparacién (incrementando la sensibilidad a los efectos de
muchos mutagenos) y eventos de recombinacion mitética.3

Laimportancia del presente estudio se establece en que: si bien Schkuhria pinnata
(Lam.) Kuntze “canéhalagua” o “piqui pichana”, es una planta que en la medicina
folklérica se emplea las hojas, tallos y flores, por ser considerada como depurador
sanguineo, con propiedades de protector hepatico, asi mismo para el tratamiento
de dermatitis sobre todo en acné juvenil, posee actividad antibacteriana, accion
antiinflamatoria, regulador hormonal y de grasas, también como antipruriginoso en
pacientes con urticaria’?, se desconoce los efectos colaterales que podrian
ocasionar como la citotoxicidad y genotoxicidad por efecto de los metabolitos
secundarios, entre ellos aquel que puede causar dafio a nivel del ADN de las
células del organismo que esta recibiendo el tratamiento directamente con estas
plantas o con los productos procesados, por lo que es necesario conocer si estas
pueden estar ejerciendo este efecto sobre el ADN y a qué concentraciones se
puede presentar.?

Las pruebas de toxicidad se realizan con el fin de identificar posibles darios para
el ser humano debido a que, se ha detectado extractos de plantas medicinales
que poseen actividad embriotéxica y/o teratogénica, y se ha reportado actividad
mutagénica y carcinogénica en productos de arigen vegetal (flavonoides y
taninos), encontrandose que existe una correlacion positiva entre la ocurrencia de

enfermedades y tumores en la poblacion.®

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.?

El presente trabajo de investigacion tiene por finalidad comparar la genotoxicidad
in vitro, de la planta medicinal Schkuhria pinnata (Lam.) Kuntze “canchalagua’ o
“piqui piﬁhana" frente al acido desoxirribonucleétido (ADN) gendmicos de: Homo
sapiens sapiens, Candida albicans y Staphylococcus aureus.

Este hecho motivo a realizar el presente estudio, con el propésito de determinar
el efecto genotdxico de los metabolitos secundarios extraidos de Schkuhria
pinnata (Lam.) Kuntze “canchalagua” o “piqui pichana”, frente a ADN genomico
de: humano, porque es el organismo que recepciona la dosificacién cualquiera sea
la via, Candida albicans, porque es un hongo oportunista que habita en la piel, y
Staphylococcus aureus, por ser una bacteria relacionéda al acné.

Al demostrar su genotoxicidad, estamos advirtiendo el riesgo que constituye su
administraciéon descontrolada, como una contribucién en el desarrollo del modelo
de atencion integral en salud, basado en familia y comunidad.

¢ Cudles seran las similitudes y diferencias de la genotoxicidad in vitro de
Schkuhnia pinnata (Lam.) Kuntze “canchalagua” o “piqui pichana” frente a ADN
gendmicos de: Homo sapiens sapiens, Candida albicans y Staphylococcus
aureus?

El extracto hidroalcohdlico de la planta medicinal Schkuhna pinnata (Lam.) Kuntze
“‘canchalagua” o “piqui pichana”, presenta similitudes y diferencias en la
genotoxicidad in vitro frente a ADN gendmicos de: Homo sapiens sapiens,
Candida albicans y Staphylococcus aureus.

El dafio genotdxico in vitro fue eValuado con el “Método Tomasevich”, mediante
electroforesis en gel de agarosa, utilizando el ADN gendmico de los tres

organismos en estudio.



Como parte del estudio farmacolégico y toxicolégico de esta planta, en el presente

frabajo se formuld los siguientes objetivos:

Objetivo General:

 Comparar la genotoxicidad in vifro de la planta medicinal Schkuhria pinnata
(Lam.) Kuntze “canchalagua” o “piqui pichana”, frente a ADN gendmicos de:

Homo sapiens sapiens, Céndida albicans y Staphylococcus aureus.

Objetivos Especificos:
+ ldentificar los metabolitos secundarios en extracto hidroalcohdlico de Schkuhria

pinnata (Lam.) Kuntze “canchalagua” o “piqui pichana”.

» Contrastar similitudes y diferencias de la genotoxicidad in vifro del extracto
hidroalcohélico de la planta medicinal en estudio, frente 2 ADN genémicos de:

Homo sapiens sapiens, Candida albicans y Staphylococcus aureus.



. MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes
En cuanto a los trabajos de investigacion realizados referente é la planta en
estudio, podemos mencionar:
Miranda y col.* realizaron un estudio fitoquimico de la planta completa tallos, hojas
y flores de Schkuhria octaristata “piqui pichana’, detectd la presencia de los
siguientes metabolitos secundarios: alcaloides, flavonoides, compuestos fenélicos
libres y taninos.
Carballo® en su estudio realizado en el Centro de Investigacion en Citogenética
Humana y Genética Toxicoldgica de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la
Universidad de Buenos Aires, Argentina, cita entre los principios activos de origen
vegetal mas utiizados en terapéutica, son las extraidas de Chenopodium
multifidum L. (Chenopodiaceae); Lithraea molleoides Vell. Engl. (Anacardiaceae);
Styphnolobium japonicum L Schott. (Fabaceae); Prosopis alba Gris
(Mimosaceae); Schkuhria pinnata (Lam.) (Asteraceae); Solanum sysimbriifolium
Lam. (Solanaceae). En este estudio realiza un relevamiento de las hierbas
medicinales, asi como un sondeo a nivel genotéxico mediante el ensayo de
electroforesis de una sola célula con los extractos de estas plantas mencionadas.
En los ensayos realizados, se determiné 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. De esta forma se verifica la
necesidad de regulacién en el consumo masivo e indiscriminado de las plantas
medicinales.

Furlan®, en su estudio compara el conocimiento y la utilizacion de plantas
medicinales por pobladores rurales. En La Rancherita observa que Dichondra
microcalyx es la especie que presenta mayor abundancia en el terreno. Por otro
lado, la especie con mayor cantidad de menciones y uso efectivo es Aloe
saponarna, utilizada principalmente como cicatrizante. Siguen en cantidad de
menciones las especies Schkuhnia pinnata (“canchalagua”, con propiedades de
protector hepatico segun los informantes; se prepara como té toda la planta),
Achyrocline satureoides (“vira vira’, “marcela”, utilizada para resfrios y afecciones
de las vias respiratorias), Equisetum giganteum (“cola de caballo”, se utiliza “para
los rifiones”) y Usnea spp. (“barba de piedra”, cuyo uso esta muy difundido para
“curar (Glceras internas y externas”).

Bussmann®, su estudio estuvo dirigido para investigar la actividad de las plantas
tradicionalmente usadas contra el acné en el norte del Peri. Se han identificado
varias bacterias, especialmente Propioniobactenum acnes como uno de sus
agentes causantes y Sfaphylococcus epidermis usualmente ocasionando
infecciones superficiales. El tratamiento del acné en medicina occidental causa a
menudo efectos secundarios como irritaciones a la piel. Peru tiene una variedad
de plantas que demuestran tener propiedades antibacterianas y antinflamatorias.
Se realiz6 una encuesta a los herbalistas del mercado Mayorista de Trujillo Perd.
El estudio encontré que la “canchalagua” ’Schkuhn'a pinnata (Lam.) Kuntze,
“hercampuri® Gentianella alborosea (Gilg.) Fabris y “corpus way” Gentianella

bicolor (Wedd.) J. Pringle, poseen propiedades antibacterianas contra



Staphylococcus aureus, corroborando que estas plantas medicinales son
prometedoras contra el acné.

Afianca’ Determiné el efecto antibacteriano del extracto acuoso de vainas de
Caesalpinia spinosa, en concentraciones que corresponden a 17.5, 16.25, 15,
13.75, 12.5, 11.25, 10, 8.75, 7.5, 6.25 yg/ml, en cepas de Staphylococcus aureus
y Streptococcus pyogenes, usando indculos estandarizados con el Nefeldbmetro
de McFarland N° 0.5. Se encontré que se inhibio el crecimiento de Staphylococcus
aureus cuyo CMI fue de 12.5 yg/mL y el CMB fue de 15 ug/mL; para la inhibicién
de Staphylococcus pyogenes el CMI fue de 13.7 pg/mL y el CMB fue de 16.25
pa/mL. Se determiné que el extracto acuoso de Caesalpinia spinosa “tara” tiene
actividad antibacteriana in vitro contra Staphylococcus aureus y Staphylococcus
pyogenes.

Ayala®. Estudio el efecto genotdxico in vitro de plantas medicinales antibacterianas
Spartium junceum L. “retama”, Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze ‘“tara” y
Eucaliptus globulus Labill ‘“eucalipto”. Los resultados demuestran que los '
extractos hidroalcohdlicos de estas dos piantas tienen efecto genotéxico sobre
ADN gendmico de Staphylococcus aureus, donde el tiempo de incubacion a una
y cuatro horas, no influye en el efecto; mientras que las concentraciones de los
extractos, si influyen en el efecto genotdxico. |

Pillaca®. En su estudio demostré el efecto genotdxico in vifro de plantas
medicinales antivirales Ficus carica “higo” y Euphorbia peplus “leche leche”. Los
resultados revelan que el latex de estas dos plantas tienen efecto genotdxico
sobre ADN gendmico de linfocitos humano, dondé el tiempo de incubacién a una
y cuatro horas, no influye en el efecto; mientras que las concentraciones de los

extractos, si influyen en el efecto genotoxico.



2.2. Schkuhria pinnata (Lam.) Kunize “canchalagua®.
2.2.1. Clasificacion taxonémica™

Se ubica en la siguiente categoria taxonémica:

Division . MAGNOLIOPHYTA

Clase : MAGNOLIOPSIDA

Subclase | : ASTERIDAE

Orden : ASTERALES

Familia : ASTERACEAE

Género . Schkuhria

Especie : Schkuhnia pinnata (Lam.) Kunfze
Nombre Vulgar : “pigqui pichana”, “canchalagua”.

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

2.2.2, Descripcion hotanica

Planta de 75 cm de altura, muy ramificada y tallos con estrias. Las hojas son muy
angostas, estan divididas en segmentos muy delgados, verticiladas,
pinatisectadas, con segmentos lineal-filiformes, indumento eglanduloso ‘y
punteado-glanduloso . Tiene pequefas cabezuelas agrupadas, las flores
centrales son amarillas, rodean a cada cabezuela unas hojitas (involucro) verdes
que estan coloreadas de rojo, amarillo o morado en los bordes; estas flores se
presentan, en capitulos completos o fragmentados, flores dimorfas, una pistilada
con corola ligulada y el resto perfectas con corola tubulosas . Los frutos son secos
y no se abren; aquenio, obpiramidal, tetragono con 8 paleas ovadas, muticas o

"aristadas. "



De origen desconocido, habita en clima templado de 1 875 msnm a mas. Esta
asociada a la agricultura de riego y de temporal, asi como a matorral xeréfilo.
-2.2._3,Dist_ribuci6n geografica

Esta especie no es propia nuestra flora, es de amplia distribucion geografica en
Africa y América. En América abarca desde Estados Unidos de Norteamérica,
México, en Sudamérica Perd, Bolivia, Paraguay y Argentina.™ 2

2.2.4. Usos en la medicina tradicional |

La Schkuhria pinnata (Lam.) Kuntze “canchalagua” o “piqui pichana”, es una planta
medicinal conocida en paises como México, Ecuador, PerG y Argentina; en la
medicina folklérica se emplea las hojas, tallos y flores, por ser considerada como
depurador sanguineo, con propiedades de protector hepatico, asi mismo para el
tratamiento de dermatitis sobre todo en acné juvenil, posee actividad
antibacteriana, accién antiinflamatoria, regulador hormonal y dé grasas, también
como antipruriginoso en pacientes con urticaria.>*?

2.2.5. Composicion quimica

Las partes aéreas de Schkuhria pinnata (Lam.) Kuntze “canchalagua”, contienen
los sesquiterpenos cromolaendlido,3-beta-hidroxi-8-beta-(4’-5"-dihidroxi-tigloil-
oxi)-costundlido y dos derivados mas del costunélido, encanabindlido, el derivado
dehidrogenado del hemi-acetol, dos derivados hidroxilados del germacradiendlido,
heliangdlido, las hiyodorilactonas A, B y C, filidlido, schkuhripinatélidos A, B, Cy
D y un derivado de zaluzanin;, el lignano schkuhrianol y el flavonoide
pectolinarigenin.

‘En la raiz se han identificado dos componentes azufrados derivados de ditiin'y
. tiofeno, el monoterpeno isobutirato de 4-5-dihidro-9-acetoxi-nerol y el alquino

trideca-12-ene-2-4-6-8-10-pentaino.’314
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2.3. ADN genémico de Homo sapiens sapiens.
Uno de los mas grandes descubrimientos cientificos en biologia es el del
cédigo genético. En este cdodigo, los seres vivos almacenan la informacién
" para conservar los rasgos caracteristicos y las funciones que los identifican a
través de generaciones de la misma especie. El ordenamiento tipico de
moléculas relativamente simples en secuencias de moléculas esta escrito
nuestro d}estino biolégico, el color de la piel, el color de los ojos, etc., la
proteccion contra algunas enfermedades o la susceptibilidad para otras y todo
lo que nos puede suceder esta en paquetes de informacion dentro del nicleo
de las células.’®
El genoma de un organismo es todo el material genético o ADN que esta
organizado en paquetes de informacion o genes. Los genes tienen la
informacién codificada para la sintesis de proteinas. Las proteinas son las
moléculas que dan las caracteristicas morfolégicas o estructurales a los
organismos, esto es: qué apariencia tienen, qué funciones realizan y qué
grado de especializacion poseen, entre muchas otras. El principio aplica para
organismos de una sola célula, como la bacteria, o a organismos
pluricelulares complejos, como el humano. La informacién genética
almacenada en el ADN y ftransferida al ARN durante el proceso de
transcripcion se presenta como un cddigo de tres letras que dirigen la
especificidad de los 20 aminoacidos y las de iniciacion y terminacion de la
sintesis proteica. La sintesis se basa en ADN transcripcion (de un gen) ARN,
que luego se traduce a proteina.'®16
El genoma del hombre contiene 3 gigabases, equivalente a 3 000 megabases (Mb)
de pares de nucleétidos, pudiéndose diferenciar 80 000 genes en la especie

humana, y un genoma intragénico y uno extragénico.'



2.4. Candida albicans.

Es un hongo dimérfico, es decir, se desarrolla de forma distinta en funcién de la
temperatura de crecimiento, como levadura, normalmente a 37°C en el huésped y
como hongo de aspecto filamentoso a 25°C en la naturaleza. Pertenece al filo
Ascomycota y se reproduce de forma asexual por gemacion. En forma de levadura
presenta un aspecto de células redondas u ovaladas de 3-8 x 2-7 micras de
tamafio, agrupadas en pequefios grupos, mientras que, en forma de hongo
filamentoso, las células se alargan y se diversifican tomando la apariencfa de
filamento de pseudo-hifas o pseudo micelo."”

El dimorfismo le permite evadir los mecanismos de defensa relacionadoé con la
inmunidad celular del huésped. En forma de levadura se comporta como saprofita,
conviviendo en simbiosis con el huésped, mientras que, en forma de hongo
filamentoso se comporta como un parasito patdgeno produciendo sintomas en el
huésped."”

Macroscépicamente, en agar Sabouraud é}ece formando colonias blancas,
blandas, cremosas y lisas."”

Es una infeccion cosmopolita. Se considera una de las infecciones oportunistas
mas frecuente en seres humanos. Su incidencia ha aumentado
considerablemente en los udltimos 20 afios. Las levaduras son causantes del
7,45% de las micosis, el 25% de las micosis superficiales y 88% de las infecciones
fangicas nosocomiales. Afecta a individuos de cualquier edad, sexo o grupo
étnico."” |

Las levaduras del género Candida existen en la naturaleza, en el suelo y agua
dulce, vegetales, frutas, exudado de arboles, granos y en general toda sustancia
rica en hidratos de carbono simples. El sistema gastrointestinal humano tiene una
poblacidn pequena pero constante de Candida albicans. En el adulto, dos factores

regulan el nUmero de levaduras en el intestino: 1- otros miembros de la flora
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intestinal que ejercen un control sobre la densidad de pobiacion de las levaduras
(principalmente lactobacilos y bacterias anaerobias) a través de factores
antimicrobianos, inhibidores de la adherencia, potenciales de 6xido-reduccién y
competencia por los nutrientes disponibles y 2- la dieta, ya que la ingestion
excesiva de frutas frescas, dulces u otros materiales fermentables daran lugar a
un aumento considerable en el nimero de levaduras intestinales, particularmente
de Candida albicans.\7

2.5. Staphylococcus aureus

Los integrantes del género Staphylococcus, son cocos gram positivos, de 0.5-1.%
um de diametro, catalasa positivos, que se encuentran microscopicamente
aislados, en pares, tétradas o formando racimos irregulares, inméviles,
facultativamente anaerobios, no formadores de esporas, generalmente no
capsulados o con limitada formacion de capsula. Una especie representativa viene
a ser el Staphylococcus aureus, €s un coco que crece agrupado en racimos (de
ahi su raiz “Staphylo”), es aerobio y anaerobio facuitativo por lo que puede crecer
tanto en una atmésfera con oxigeno y también sin el mismo, no presenta movilidad
ni forma capsula. Es capaz de crecer hasta con un 10% de sal comun. El
Staphylococcus aureus es un agente patogeénico que actia como microorganismo
saprdfito, se encuentra en la piei del individuo sano pero en ocasiones en que las
defensas de la piel caen puede causar enfermedad. Puede producir enfermedades
que pone en peligro la vida como neumonia, meningitis, endocarditis, sindrome
del shock toxico (SST) y sepsis."

La patogenicidad de Staphylococcus aureus se manifiesta por elaborar una
varniedad de toxinas extracelulares, incluyendo alfa-, beta-, sigma- hemilisinas,
coagulasas, hialuronidasas, exfoliatina, leucocidina y lipasa. La coagulasa puede
proteger a las células bacterianas de la fagocitosis cubriendo los neutrofilos con

fibrina, la proteina A, un componente de la pared celular puede unirse a la regién
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Fc, de las moléculas de la inmunoglobulina e interferir en la opsonizacion y
fagocitosis. Las hialuronidasas son enzimas que hidrolizan el cemento intercelular
de los tejidos, facilitando la diseminacién de los microorganismos. Las exfoliatinas
también tienen esta capacidad, pero su accion esta limitada al estrato granuloso
de la piel, produciendo ampollas y escaras en la epidermis. Las leucocidinas son
exotoxinas que ejercen efectos toxicos directos sobre los neutréfilos, granulacion
de los lisosomas celulares y muerte celular. Las enteroxinas estafilocécicas, un
grupo de proteinas termoestables de cadena simple con un peso molecular de 2
8000 a 3 5000 dalton, se dividen en siete tipos: A, B, C, C2, D, Ey F. Las
enterotoxinas A y B habitualmente se asocian con envenenamiento estafilocdcico
de alimentos humanos; la enterotoxina B por lo comin es producida por cepas
relacionadas con infecciones hospitalarias.!”

2.6. Cuantificacion y determinacién 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 la cantidad de
acidos nucleicos en solucién entre los cuales podemos mencionar al método de
absorbancia y el de fluorescencia.'®

2.6.1. Espectrofotometria

La capacidad que tiene el ADN de absorber luz a una determinada longitud de
onda (260 nm) permite el calculo de la concentracién de acido nucleico de la
muestra. Si la densidad optica (OD) es 1, corresponde a aproximadamente 50
pg/mL de cadena doble de ADN, entonces calculamos la concentracion de ADN
que tenemos en nuestras muestras, midiendo simplemente su absorbancia, sin
necesidad de realizar una curva patrén. Las proteinas tienen un maximo de
absorcién a 280 (principalmente por residuos de triptéfano), asi las lecturas a esta -
longitud pueden mostrar si existen algin contaminante proteico. El calculo de una

relacion entre las lecturas a 260 nm y 280 nm es una manera comin para hacer
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un estimado de la pureza o evaluar la contaminacion de una preparacion de ADN
con proteinas de acido nucleico, esta relacion debe estar entre los valores de 1,8
y 2,0. Si la muestra es pura, el primer método cominmente usado para la
cuantificacion es el de espectrofotometria.®

2.7. Electroforesis en gel

La electroforesis es la aplicacion de las técnicas de separacién de
macromoléculas en un campo eléctrico en funcién de su tamafio y carga eléctrica
superficial, se define como el método de separacion de sustancias cargadas al
aplicar un campo eléctrico, de modo que se diferencian en el comportamiento en
un campo eléctrico. Aquellas particulas cargadas positivamente (cationes)
migraran hacia el catodo y las cargadas negativamente (aniones) hacia el anodo.™®
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 dél tamafio molecular. Cuando
las separaciones se han completado se interrumpe el paso de corriente y las
muestras separadas se tifien para visualizarse. Cada muestra se encontrara auna
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
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de inmersién. Las moléculas migraran hacia el polo positivo, de modo que viajaran
en esa direccion por el gel, separandose por tamario ( n® de nucleétidos), 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 tefir el gel o marcar radiactivamente las moléculas.
E! 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 deteccion, control de pureza,
caracterizacion, cuantificacion (por comparacion con controles) asi como
preparacion y purificacion (por extracciéon de bandas desde el gel) de moléculas y
fragmentos de DNA y RNA. Tiene dos mecanismos de separacion: la
electroforesis, que separa por la relacion carga/tamafio y el tamizado por el gel,
que separa mayormente por tamafo. Los geles mas comunes son agarosa y
poliacrilamida.'®

2.8. Actividad genotdxica

La genética toxicoldgica estudia los efectos mutagénicos de sustancias quimicas
y radiaciones, asi como las consecuencias para la salud humana de la exposicién
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 la estructura) o numéricas (aneuploidias y poliploidias
por afecciones en los componentes del aparato mitético o meibtico) 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 indicacién metodol6gica especial para su
evaluacion genotdxica, por lo que deben ser sometidas a las mismas regulaciones
que rigen los farmacos en general. La evaluaciéon genotoxica 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 objetiva fundamental evidenciar qué tipo o a qué nivel de organizacion del
ADN opera el dafio causado por el compuesto evaluado. En concordancia con ello
se reconocen cuatro niveles: mutacion génica (nivel 1), mutacidn cromosémica
(nivel ll), daio primario del ADN (nivel i), transformaciones celulares (nivel IV),
entre ofras 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 (itimos afios
las pruebas para medir dafio a nivel primario del ADN, han alcanzado gran
importancia entre los anélisis de genotoxicidad.'®

Si los resultados in vifro son negativos, debe continuarse, en segunda instancia,
con ensayos in vivo que respondan a los mismos niveles de daio 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 daio evaluados se deben emplear protocolos
estandarizados (validados internacionaimente) que tomen en consideracién las
dosis, el tipo de exposicidn y la via de administracion propuesta para el farmaco.?
Con el fin de detectar en sus etapas iniciales la accion sobre el material genético

se utilizan las siguientes determinaciones in vifro que son muy utilizadas en el
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campo de la investigacion cientifica para detectar genotoxicidad inicial:
Aberraciones cromosomicas, intercambio de cromatides hermanas; micronticleos,

sintesis de ADN no programada y electroforesis de una célula (ensayo cometa).'®
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Hl. MATERIALES Y METODOS
3.1. Lugar de trabajo de investigacion
El presente trabajo de investigacion se desarrollé en la Universidad Nacional de
San Cristébal de Huamanga (UNSCH), durante los meses de setiembre de 2014
a enero de 2015 en la ciudad de Ayacucho.
La obtencion del extracto hidroalcohdlico y tamizaje fitoquimico de Schkuhria
pinnata (Lam.) Kuntze “canchalagha”, la obtencién de ADN genémico de Homo
sapiens sapiens, Candida albicans y Staphylococcus aureus, y los ensayos de
genotoxicidad, se realizé en el Centro de Investigacion en Biologia Molecular y
Bioinformatica (CIBMB) de la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad
Nacional de San Cristébal de Huamanga.
3.2. Definicién de poblacion y muestra?!
Poblacion: Plantas de Schkuhria pinnata (Lam.) Kuntze “canchalagua’ o “piqui
pichana”, que crecen en la Ciudad Universitaria de la Universidad Nacional de San
Cristébal de Huamanga distrito de Ayacucho, provincia de Huamanga de la region
Ayacucho. |
Muestra:
e 1000 g de plantas frescas (tallos, hojas y flores) de Schkuhria pinnata (Lam.)

Kuntze “canchalagua”.
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Unidad experimental:
e ADN gendmicos de: Homo sapiens sapiens, Candida albicans vy
Staphylococcus aureus, a una concentracion de 1500 ng/uL por cada ensayo.
3.3. Diseiio metodolégico para la recoleccion de datos
3.3.1. Recoleccion e identificacion de la muestra.?
Las muestras fueron recolectadas en la Ciudad Universitaria de la UNSC_H distrito
de Ayacucho, provincia de Huamanga de la regién Ayacucho, en horas de la
mafiana y fueron inmediatamente transportadas al laboratorio de! CIBMB, donde
fueron secadas a temperatura ambiente bajo sombra previamente acondicionada,
teniendo como base papel Kraft que fue cambiada constantemente y volteando la
muestra para un secado uniforme, evitando el deterioro por la humedad y
separando aquellas que cambien de color o muestren signos de alteraciéon. Una
vez secada la muestra, se fritur6 empleando una Iicuadoré eléctrica, con la
finalidad de reducir hasta un polvo fino y se procedid a realizar la preparacién del
extracto hidroalcohdlico. Para la identificacion taxondmica se empleé muestras
con tallbs, hojas y flores, se realizé en el Laboratorio de Botanica de la Facultad
de Ciencias Bioldgicas por la Blga. Laura Aucasime Medina.'® (Anexo 1)
3.3.2. Preparacion del extracto hidroalcohélico
Los 100 g de muestra seca y pulverizada de la planta medicinal en estudio, se
macerd en un frasco de vidrio color ambar por siete dias, para elio se utilizé6 1 L
de alcohol a 80° y cubrir a la muestra por lo menos con 1 cm de diferencia; durante
el proceso se agité el frasco por 15 minutos dos veces al dia para que el alcohol
se distribuya homogéneamente en la muestra. Las muestras en maceracion se
mantuvieron en un lugar fresco y oscuro. Luego se procedio a filtrar con ayUda del
papel filtro, se llevé a evaporacion del solvente en bafio maria marca Memmert a

37°C y se concentro a sequedad en una estufa Memmert a 37°C, hasta obtener el
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producto con textura de “pasta”. A partir de éste extracto se realizé el tamizaje

fitoquimico y ensayos de genotoxicidad. 2 2

3.3.3. Tamizaje fitoquimico del extracto hidroalcohélico de las hojas de

Schkuhria pinnata (Lam.) Kuntze “canchalagua®.

Se realiz6 una marcha fitoquimica al extracto hidroalcohdlico obtenido de la planta

medicinal en estudio, para determinar la presencia de los diferentes metabolitos

secundarios, que se fundamentan en los cambios estructurales ocasionados en
los metabolitos presentes, como aparicion o desaparicion de una coloracion,

formacion o dilucion dé un precipitado o desprendimiento de gas.?> 2% (Anexo 2 y

3).

3.4. Extracciéon de ADN gendémico de linfocitos humanos:

Una unidad de bolsa colectora de sangre “cuadruple” fraccionada, conteniendo el

paquete de gldbulos blancos (bolsa para descarte), se consiguié en donacion del

Banco de Sangre del Hospital Regional de Ayacucho “Miguel Angel Mariscal

Llerena”, para la obtencion del ADN genémico de finfocitos.

Se desarrollé con el siguiente protocolo modificado por Miranda.?*

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

2. Se homogenizo6 e incubd a 37 ° C por 30 minutos, se centrifugd a 2500 rpm por
10 minutos para sedimentar los linfocitos.

3. Se descartd el sobrenadante aspirandolo con una micropipeta, dejando 1 mi
del centrifugado en la parte inferior del tubo.

4. Se repitié dos veces, los procedimientos 3 (esta vez con 5 ml de tampon  Tris
— HCI 50 mM (pH 7,7), 4 y 5 hasta tener un preparado claro.

5. A 1 ml del centrifugado, se adicioné 9 ml de solucion salina (NaCl al 0,85%) se

homogenizé y centrifugd a 2 500 rpm/ 10 minutos.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Se aspird6 y descarté el éobrenadante dejando solo el sedimento, se
resuspendio el paquete celular en 0,4 mi de la solucién “high TE” (Tris-HCI50
mM, pH 8,0; EDTA 100 mM), luego se transfirié a un tubo de microcentrifuga
de 1,5 ml

Se adicioné 0,4 mi de solucién de lisis (Tris-HCI 10 mM, pH 8,0; EDTA 40 mh;
SDS al 1%; NaCl10 mM) precalentada a 50 °C.

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

Luego se adicion6 750 plL de la solucién cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) y
homogenizé por inversion, delicadamente durante 10 minutos.

Se instalé el tubo en la microcentrifuga por 10 minutos a 14 000 rpm para
separar las fases, luego se aspird la fase superior acuosa que contiene el ADN
y transfirié a un tubo nuevo de microcentrifuga de 1,5 ml.

A la fase acuosa, se adicion6é 750 ul de la solucion de cloroformo: alcohol
isoamilico (24:1) y homogenizé por inversién durante 5 minutos. Nuevamente
se centrifugd por 10 minutos a 14 000 rpm, se aspiré la fase acuosa que
contiene el ADN y transfirié a un tubo nuevo de microcentrifuga de 2 ml.

Se adicioné la solucién de acetato de sodio 3M, pH 5,2; en cantidad de 20 pL.
Se agreg6 600 pL de alcohol isopropilico helado y dejé en reposo por 1 hora
en hielo. Luego se centrifugé por 15 minutos a 14 000 rpm.

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

Se centrifugd nuevamente por 10 min a 14 000 rpm. Eliminando el aicohol y
dejando secar el sedimento a temperatura ambiente.

Se resuspendio el sedimento con 80 pl de la solucién “low TE” (Tris HCI50 miM,

pH 8,0; EDTA 1 mM) y se guardd en la nevera a 4°C.



3.5.

Extracciéon de ADN genémico de Candida albicans:

Se realizé la reactivacién de la cepa Candida albicans en caldo Sabouraud y luego

se cultivé en placa de Petri con Agar Sabouraud, con la finalidad de obtener una

masa celular micética y extraer el ADN gendmico con el siguiente protocolo: %2

1.

10.

1".

Se colocd 400 ul de buffer TE 1X a un tubo eppendorf de 2 mL y en ella se
transfirié con un asa de kolle aproximadamente 100 mg de masa celular del
cultivo joven de Candida albicans.

Se incubé en baiio maria a 85° C por 25 minutos.

Luego se adicion6é SDS/proteinasa K (100 pyL. SDS 10% + 5 yL PK 10 mg/mL)
y se incubd en bafio maria a 65 °C por 30 minutos.

Se aumentd 100 yL NaCl 5M mas 5§ pL de CTAB (N-cetil-N, N, N-Trimetil

bromuro de amonio), y se incubd en bafio maria a 65 °C por 15 minutos.

. Se agreg6 750 yL de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1), se homogeniz6

agitando suavemente con la mano durante cinco minutos y se centrifugé a 14
000 rpm por 15 minutos.

Luego de la formaciéon de dos capas en el tubo eppendorf, se trasvaso
cuidadosamente el sobrénadante a otro tubo eppendorf.

Se adicion6 600 L isopropanol helado al 100%, luego se llevé a refrigeracion
a — 20 °C por una noche.

Se centrifugd a 14 000 rpm por 15 minutos y se descart6 el sobrenadante.
Se ariadié 1 mL de etanol al 70%, se centrifugé a 14 000 rpm por 10 minutos.
Se descarto el sobrenadante y se dej6 en la estufa a 37° C por media hora,
para evaporar €l resto de alcohol.

Se rehidrat6 el sedimento con 80 yL de TE 0.1X, luego se dejé en bafio maria

a 37°C por una hora, para que el ADN se extienda en el buffer.

12. Se agregd 1 uL ARNasa de 20 mg/ yL y se incubé en baio maria a 37°C

durante una hora.



13. Luego se guardé a — 20 °C hasta su posterior anélisis.

3.6. Extraccion de ADN gen6émico de Staphylococcus aureus:

Se realiz6 la reactivacion y cultivo de la cepa Staphyloccocus aureus, en caldo

Tripticase soya y luego en Agar Tripticase soya, respectivamente, con la finalidad

de obtener una masa celular bacteriana y extraer el ADN gendmico con el

siguiente protocolo; 24 2

1.

8.

9.

Se coloco 400 uL de buffer TE 1X a un tubo eppendorf de 2 mLy en ella se
transfirid con un asa de kolle aproximadamente 100 mg de masa celular del

cultivo joven de Staphyloccocus aureus.

. Se ariadio 60 L de lisozima (10 mg/mL) y se incubé a 37 °C por dos horas en

bafio maria.

Luego se adicion6 SDS/proteinasa K (75 uL SDS 10% + 5 yL PK 10 mg/mL) y
se incubd a 65 °C por 15 minutos.

Se aumentd 100 yL NaCl 5 M mas 5 yL de CTAB (N-cetil-N, N, N-Trimetil
bromuro de amonio), y se incubd a 65 °C por 15 minutos.

Se agregd 750 yL de cloroformo : alcohol isoamilico (24:1), se homogenizé
agitando suavemente con la mano durante cinco minutos y se centrifugd a

14000 rpm por 15 minutos.

. Luego de la formacién de dos capas en el tubo eppendorf, se trasvas6

cuidadosamente el sobrenadante a otro tubo eppendorf.

. Se adicion6 600 pL isopropanol helado, luego se llevo a refrigeracion a — 20

°C por una noche.
Se centrifugd a 14000 rpm por 15 minutos y se descartd el sobrenadante.

Se afiadié 1 mL de etanol al 70%, se centrifugd a 14000 rpm por diez minutos.

10. Se descart6 el sobrenadante y se rehidraté el sedimento con-1 00 uL de agua

bidestilada estéril, luego se guardé a — 20 °C hasta su posterior analisis.



3.7. Cuantificacion de ADN genémico de Homo sapiens sapiens, Candida

albicans y Staphylococcus aureus:

3.7.1. Por espectrofotometria. 2 %

Procedimiento:

1.

Se homogenizé lentamente las muestras de ADN con una micropipeta de 100

L, por diez veces.

. Se prepar6 el espectrofotometro UV marca Eppendorf Bio Photometer plus,

con la opcién de cuantificar el ADN.

. Para limpiar la superficie de muestra del adaptador se deposité 2 pL de agua

bidestilada estéril y se absorbidé el agua utilizando papel tiza, para mejor
limpieza se repitié por dos veces.

Nuevamente se depositd 2 pL de agua bidestilada estéril sobre la superficie del
adaptador, se colocd la tapa de factor 50 — Lp 0,2 mm y se presiond la opcién

BLANK para calibrar y obtener “cero de Absorbancia” (0.000 A°®).

. Se absorbhid el agua utilizando papel tizd, luego se depositd 2 pL de la muestra

de ADN, se colocé la tapa y presiond la opcion SAMPLE para ver el resultado
de la cuantificacién y pureza de ADN en la pantalla del equipo; luego se

absorbio la muestra con papel “tizd”.

. Se repitio los pasos 4 y 5 para la cuantificaciéon de cada muestra de ADN.

. Terminada la cuantificacion de ADN, se deposité 2 uL de agua bidestilada

estéril, se seco con papel “tizd” y se apagé el equipo.

3.7.2. Por electroforesis

El ADN obtenido, puede ser visualizado por electroforesis, realizando los

siguientes pasos:

1.

A partir de la muestra de ADN, se procedi6 a preparar volumenes de carga para

electroforesis en gel de agarosa al 0,8%, segln la siguiente tabla:
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Tabla 1. Preparaciéon de carga de ADN para visualizacién de banda en
electroforesis. Ayacucho, 2015,

2. Se cargo todo el contenido de fas mezclas a cada uno de los pocilios del gel de
agarosa al 1%, en sus respectivos carriles.

3. Luego se instald la camara de electroforesis a la fuente de poder y se dejé
correr a 50 voltios por dos horas.

4. Se colored el gel de agarosa con bromuro de etidio al 1% por diez minutos y
dos enjuagues suaves con agua corriente, luego se visualizé por radiacion en
UV en el sistema de registrador de imagenes marca Biometra UV solo TS.
Adicionaimente 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 las bandas de ADN a diferentes concentraciones.2*

3.8. Ensayos de la genotoxicidad in vitro, “método Tomasevich™:

Se desarrollo siguiendo el “método Tomasevich” propuesto por Miranda?®?; con las

siguientes fases:

e Fase de cuantificacion y preparacion de stock de ADN gendmico

obtenido para el ensayo.

El ADN gen6mico obtenido (para cada uno de los organismos en estudio), fue
cuantificado por espectrofotometria UV marca Eppendorf BioPhotometer plus;
luego se prepard un stock a concentracion de 1 500 ng/uL en volumen final de 150

pL, para cada planta medicinal en estudic.?*
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e Fase de ensayo de genotoxicidad in vitro del extracto hidroalcohélico
de Schkuhria pinnata (Lam.) Kuntze “canchalagua”, sobre el ADN

genomico del organismo en estudio.

Se preparoé las soluciones de los extractos hidroalcoholico de la planta medicinal
en estudio Schkuhria pinnata (Lam.) Kuntze “canchalagua®, a concentraciones de
5 mg/mL, 10 mg/mL, 50 mg/mL y 100 mg/mL, con agua bidestilada estéril.

Se acondiciond las mezclas para ensayo de genotoxicidad in vitro de ADN
genomico (para cada uno de los organismos en estudio), de acuerdo al detalle
siguiente:

Tabla 2. Preparacion de las mezclas para ensayo de genotoxicidad in vifro de
extracto de planta medicinal, sobre ADN genémico. Ayacucho, 2015.24

Se realizaron cuatro repeticiones de los ensayos de genotoxicidad in vitro, de la

planta medicinal en estudio.
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o Fase de electroforesis para la deteccién de genotoxicidad.

Se preparé el gel de agarosa a 1% y se dispuso en una cdmara de electroforesis
Biometra.

Para el volumen de carga en gel de agarosa, se utilizé las siguientes cantidades:

1 ul de loading (colorante sefializador de migracién de las bandas), 4 uL de Ia
solucién para la prueba de genotoxicidad in vitro y 2 yL de agua bidestilada estéril,
volumen final 7 uL; se mezclé y se cargd en el respectivo pozo del gel de agarosa
para electroforesis.

Se instal6 la camara de electroforesis a la fuente de poder y programé a 30 voltios

(V) por cinco horas.?

o Fase de radiaciéon UV para la visualizacion de genotoxicidad.

Luego del tiempo de corrido electroforético, se sumergié el gel de agarosa en una
solucién de bromuro de etidio al 1% durante diez minutos aproximadamente, se
enjuago con agua corriente dos veces y para visualizar las bandas y/o fragmentos
de ADN productos de la genotoxicidad, se colocd el gel en radiacion de luz ultra
violeta, dentro del sistema de régistrador de imagenes Biometra UVsolo 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; en ambos

casos para visualizar las bandas de ADN a diferentes concentraciones.?

o Fase de interpretacion y clasificacion del registro visual de

genotoxicidad.

La escala de los valores numéricos correspondientes a los niveles de

fragmentacién del ADN como producto de la genotoxicidad, visualizados en el
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registro fotografico, fueron basados en la clasificacién del “ensayo cometa”
propuesto por Speit (1995) y Collins (2004), en tesis de Monica Marisol Larrea
Poma?®

Tabla 3. Clasificacion de los niveles de fragmentacion del ADN por registro
visual. ' :

: fragmentacnén de ADN, < 5%

:fragmentacmn de ADN entre 5 a 20% T

;,fragmentacnon de ADN entre 20 a 40%: it ERT

ffragmentamon de ADN entre 40 a 95% i L

fragmentacuon de ADN > 95%

Fuente Larrea Poma M., 2007

3.9. Andlisis de datos

Los datos fueron agrupados y presentados en tablas, expresados en registros
fotograficos y figuras que explican mejor los hallazgos. El daio genotéxico se
evalué mediante el paquete estadistico SPSS, se utiliz6 la prueba de Kruskal-
Wallis para mas de dos muestras independientes. El valor de p<0,05, se considerd

como el nivel estadisticamente significativo.?!
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IV. RESULTADOS
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Tabla 4. Tamizaje fitoquimico para la identificacion de metabolitos secundarios
presentes en el extracto hidroalcohdlico de Schkuhria pinnata (Lam.) Kuntze
“canchalagua’. Ayacucho, 2015.

 Alcaloides

Lactonas ylo
cumarinas.

_Fenolesylo: =
aninos: ;e

Flavonoides

" Quinonas "

Léyehda:
(+) ‘Leve

(++) : Moderada
(+++) : Abundante



Tabla 5. Cuantificacién por espectrofotometria ultra violeta marca Eppendorf Bio

Photometer plus de ADN gendémico obtenido mediante extraccion organica.
Ayacucho, 2015.

"Homo sapiens .
.. (Sapiens:: ..

 Candida aibicans

r—

At aureus
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Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa al 0,8% de muestras del ADN genémico
obtenido mediante extracciéon organica. Ayacucho, 2015.

Leyenda:

Carril 1: Muestra 1 de Homo sapiens sapiens.

Carril 2: Muestra 2 de Homo sapiens sapiens.

Carril 3: Muestra 1 de Candida albicans.

Carril 4: Muestra 2 de Candida albicans.

Carril 5: Muestra 1 de Staphylococcus aureus.

Carril 6: Muestra 2 de Staphylococcus aureus.

Carril 7: Marcador de tamafio molecular de 1kb.

Volumen de carga:

Muestra (4 pL) + colorante (1 pL) + agua bidestilada estéril (7 yL) =12 pL
Condiciones de electroforesis: 30 voltios por 1 hora con 30 minutos.
Coloracién de ADN: Bromuro de etidio al 1% por diez minutos.
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_ Figura 2. Prueba de Kruskal Wallis para el efecto genotoxico in vitro del extracto
hidroalcohélico de Schkuhria pinnata (Lam.) Kuntze “canchalagua”, frente a los
ADNs genomico de Homo sapiens sapiens, Candida albicans y Staphylococcus
aureus, respectivamente, durante 1 hora de incubacién a 37°C. Ayacucho, 2015.
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Figura 3. Electroforesis del producto de la genotoxicidad in vitro de extracto
hidroalcohélico de Schkuhria pinnata (Lam.) Kuntze “canchalagua” a diferentes
concentraciones, sobre el ADN genémico de Homo sapiens sapiens, durante 1
hora de incubacion a 37°C. Ayacucho, 2015.

Leyenda:

Carril 1: Con 100 mg/mL de extracto.

Carril 2: Con 50 mg/mL de extracto.

Carril 3: Con 10 mg/mL de extracto.

Carril 4: Con 5 mg/mL de extracto.

Volumen de carga: '

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

Coloracién de ADN: Bromuro de etidio al 1% por diez minutos.
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Tipo de ADN: Homo sapiens sapiens
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Figura 4. Prueba de Kruskal Wallis para el efecto genotdxico in vitro del extracto
hidroalcohélico de Schkuhria pinnata (Lam.) Kuntze “canchalagua” a diferentes
concentraciones, sobre el ADN gendmico de Homo sapiens sapiens, durante 1
hora de incubacion a 37°C. Ayacucho, 2015.



Figura 5. Electroforesis del producto de la genotoxicidad in vitro de extracto
hidroalcohoélico de Schkuhria pinnata (Lam.) Kuntze “canchalagua” a diferentes
concentraciones, sobre el ADN gendémico de Candida albicans, durante 1 hora de
incubacion a 37°C. Ayacucho, 2015.

Leyenda:

Carril 1: Con marcador de tamafio molecular 100pb.

Carril 2: Con 100 mg/mL de extracto.

Carril 3: Con 50 mg/mL de extracto.

Carril 4: Con 10 mg/mL de extracto.

Carril 5: Con 5§ mg/mL de extracto.

Volumen de carga:

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

Coloracién de ADN: Bromuro de etidio al 1% por diez minutos.
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Tipo de ADN: Candida albicans
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Figura 6. Prueba de Kruskal Wallis para el efecto genotoxico in vitro del extracto
hidroalcohdlico de Schkuhria pinnata (Lam.) Kuntze “canchalagua” a diferentes
concentraciones, sobre el ADN genémico de Candida albicans, durante 1 hora de
incubacién a 37°C. Ayacucho, 2015.

38



Figura 7. Electroforesis del producto de la genotoxicidad in vitro de extracto
hidroalcohdlico de Schkuhria pinnata (Lam.) Kuntze “canchalagua” a diferentes
concentraciones, sobre el ADN genémico de Staphylococcus aureus, durante 1
hora de incubacién a 37°C. Ayacucho, 2015.

Leyenda:

Carril 1: Con 100 mg/mL de extracto.

Carril 2: Con 50 mg/mL de extracto.

Carril 3: Con 10 mg/mL de extracto.

Carril 4: Con 5 mg/mL de extracto.

Volumen de carga:

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

Coloracién de ADN: Bromuro de etidio al 1% por diez minutos.
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Tipo de ADN: Staphylococcus aureus
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Figura 8. Prueba de Kruskal Wallis para el efecto genotoxico in vitro del extracto
hidroalcoholico de Schkuhria pinnata (Lam.) Kunfze “canchalagua” a diferentes
concentraciones, sobre el ADN genémico de Staphylococcus aureus, durante 1
hora de incubacién a 37°C. Ayacucho, 2015.
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V. DISCUSION

El tamizaje fitoquimico del extracto hidroalcohdlico del tallo, hojas y flores de
Schkuhria pinnata (Lam.) Kuntze “canchalagua’, muestra la tabia 4, con presencia
de alcaloides, flavonoides y fenoles y/o taninos, en concentraciéon abundante, el |
resultado positivo para identificar alcaloides fue la presencia de precipitado con el
reactivo de Wagner, con la reaccién de Shinodé el cambio de color de amairillo a
rojo indicod la presencia de flavonoides, los compuestos fenélicos y/o taninos
fueron detectados por el intenso color verde, azul o negro que producen cuando
se le agregé el cloruro férrico al 1%; en concentraciones moderadas se identifico
lactonas y/o cumarinas y quinonas, con la prueba de Baljet identifico lactonas y/o
cumarinas resultando un precipitado de color naranja a rojo y para la identificacion
de quinonas una coloracién rojiza al ejecutar la prueba de Bormntrager, fue
considerado positivo.?>? Estudios desarrollados por otros autores corroboran la
presencia de estos metabolitos encontrados al realizar el tamizaje fitoquimico de
Schkubhria pinnata (Lam.) Kuntze,’ asi como el de Miranda y col.* en el estudio
fitoquimico de la planta completa tallos, hojas y flores de Schkuhna octaristata
“piqui pichana”.*

La tabla § es referido a la cuantificacion mediante espectrofotometria, del ADN

gendmico extraido del Homo sapiens sapiens, Candida albicans y Staphylococcus
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aureus, con 2 muestras por cada uno de los organismos, la cuantificacién de ADN
se realizd con A 260 y para las proteinas con A 280. Las concentraciones de ADN
obtenidos va desde 1 558,6 pg/mL hasta 2 610,7 pug /mL, el nivel de pureza éptimo
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 sexta muestra, pero las concentraciones
obtenidas son altas y el nivel de pureza es aceptable.

Lafigura 1 es el registro fotogréﬁc_:o, que nos muestra la integridad y concentracion
de ADN que se ha obtenido de los 3 organismos utilizados para el presente
estudio, fue corrido en gel de agarosa 0,8%, las concentraciones en los carriles 1
y 2, son similares que corresponden al ADN extraido de linfocitos humanos, los
carriles 3 y 4 con una mayor concentracidn corresponde a cultivos jovenes de
Candida albicans, y los carriles 5 y 6 corresponden a las muestras obtenidas de
cultivos jévenes de Staphylococcus aureus. Estas bandas coinciden directamente
con las concentraciones determinadas por el método de espectrofotometria UV.
Para hacer el corrido electroforético en el gel de agarosa 0,8% se realizd una
dilucién de 1 en 10 de la muestra de ADN obtenido de cada organismo y esto nos
permitié ver las bandas bien definidas, aun asi se ve que es bastante concentrado
el contenido de ADN motivo por el que éstas quedan en los pocillos donde se ha
sembrado.

En la figura 2, se grafica los resultados de la prueba de Kruskal Wallis,
demostrando que no existe diferencia estadistica (p=0,190) del efecto genotéxico
in vitro del extracto hidroalcohdlico de Schkuhria pinnata (Lam.) Kuntze
“canchalagua’, frente a los ADNs genémico de Homo sapiens sapiens, Candida
albicans y Staphylococcus aureus, respectivamente; por tanto, no hay diferencia
en la actividad genotoxica ante el ADN de cada uno de estos tres organismos,
estos son afectados en forma general; correlacionando con la valoracion

numérica de la genotoxicidad (Tabla 3), es de amplio rango desde menor a 5%
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hasta mayor que 95% de fragmentaciéon del ADN para Homo sapiens sapiens y
Staphylococcus aureus con media de 2,1 y 2,3, respectivamente; mientras que
para Candida albicans, el rango va fragmentacién de ADN va entre 20 a 40% hasta
mayor del 95%, con media de 3,1.

Estos resultados concuerdan con lo obtenido por Carballo? que en su estudio
realizé un relevamiento de las hierbas medicinales, asi como un sondeo a nivel
genotoxico mediante el ensayo de electroforesis de una sola célula con los
extractos de seis plantas. En los ensayos realizados, determiné que cuatro de
ellas, Chenopodium multifidum (paico), Schkuhria pinnata (canchalagua),
Solanum sisymbriifolium (espino colorado) y Lithraea molleoides (Molle de beber),
indujeron dafio al ADN, induciendo roturas de cadena simple y doble. De esta
forma se verifica la necesidad de regulacibn en el consumo masivo e
indiscriminado de las plantas medicinales.

El registro fotografico de la figura 3, electroforesis en gel de agarosa al 1% nos
muestra los productos de la genotoxicidad in vitro manifestado por la
fragmentacion del ADN genémico de Homo sapiens sapiens a concentracion
inicial de 1 500 ng/uL, por efecto del extracto hidroalcohdlico extraido de los tallos,
hojas y flores de Schkuhria pinnata (Lam.) Kuntze “canchalagua” a
concentraciones de 5 mg/mL, 10 mg/mL, 50 mg/mL y 100 mg/mL, que fueron
incubados en bafio maria a 37°C durante 1 hora; el carril 1 muestra el producto de
la genotoxicidad de mayor a 95%, el carril 2 fragmentacion entre 40 a 95%, el carril
3 fragmentacion entre 20 a 40% y el carril 4 fragmentacion de 5 a 20%.

Los resultados de la prueba de Kruskal Wallis (Anexo 13), mostrados en la figura
4, determina la diferencia estadistica (p=0,006) en Ia actividad genotoxica in vitro
sobre el ADN gendmico de Homo sapiens sapiens, dependiendo de la
concentracion del extracto hidroalcohdlico de Schkuhnia pinnata (Lam.) Kuntze

“canchalagua”, observandose que a 5 mg/mL y 10 mg/mL, son similares, con baja
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actividad y medias de 0,5 y 1,0 respectivamente; mientras que a concentraciones
de 50 mg/mL y 100 mg/mL muestran mucha mayor actividad genotdxica, con
medias de 3,25 y 3,75 respectivamente y comportamiento cercano entre ambos.
El efecto genotdxico sobre ADN gendmico de linfocitos humanos con el método
aplicado en el presente trabajo coinciden, con los resultados oﬁtenidos por
Pillaca®, en su estudio demostré el efecto genotdxico in vifro de plantas
medicinales antivirales Ficus carica “higo” y Euphorbia peplus “leche leche”. Los
resuitados revelaron que el latex de estas dos plantas tienen efecto genotdxico
sobre ADN genémico de linfocitos hﬁmano, donde el tiempo de incubacién a una
y cuatro horas, no influye en el efecto; mientras que las concentraciones de los
extractos, si influyen en el efecto genotéxico.

El registro fotogréfico de electroforesis en gel de agarosa al 1% de la figura 5, nos
muestra los productos de la genotoxicidad in vitro expresado por la fragmentacion
del ADN gendémico de Candida albicans a concentracion inicial de 1 500 ng/uL.,
por efecto del extracto hidroalcohdlico extraido de los tallos, hojas y flores de
Schkuhria pinnata (Lam.) Kunize “canchalagua” a concentraciones de 5 mg/mL,
10 mg/mL, 50 mg/mL y 100 mg/mL, que fueron incubados en bafio maria a 37°C
durante 1 hora; el carril 1 corresponde al marcador de peso molecular (DNA
Ladders -100bp) que muestra las bandas de abajo hacia arriba con 100pb, 200pb,
300pb, 400pb, 500pb, claramente visibles, y luego de 600pb y 700pb: el carril 2
muestra los productos de la degradaciéon del ADN con fragmentos en tamafo
menores a 100pb, producto de la genotoxicidad de mayor a 95% de fragmentacion
por efecto del extracto a 100 mg/mL, siendo similaf el producto en el carril 3 con
50 mg/mL. En el carril 4 la fragmentacién del ADN entre 40 a 95% con tamafios
mayores a 100pb, son producidos por el extracto a 10 mg/mL, y en el carril 5, con
extracto a 5 mg/mL, la fragmentacion del ADN también entre 40 a 95%, con

tamarios mayores a 200pb.
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En la figura 6 los resultados de la prueba de Kruskal Wallis (Anexo 13) determina
la diferencia estadistica (p=0,045) en la actividad genotéxica in vitro del extracto
hidroalcohdlico de Schkuhria pinnata (Lam.) Kunize “canchalagua” sobre el ADN
genomico de Candida albicans, que depende de la concentracion del extracto,
observandose que a 5§ mg/mL, 10 mg/mL, 50 mg/mL y 100 mg/mL, son todas altas,
en incremento gradual, cuyas medias va de 25, 2,75 325 y 3,75,
respectivamente.

A concentraciones de 5 mg/mL y 10 mg/mL el efecto es similar, de manera
genérica es menor la fragmentacion en comparacion con el efecto a
concentraciones de 50 mg/mL y 100 mg/mL del extracto hidroalcohdlico.

La fotografia de la figura 7 de electroforesis en gel de agarosa al 1%, revela la
genotoxicidad in vitro del extracto hidroalcohélico obtenido de Schkuhria pinnata
(Lam.) Kuntze “canchalagua” sobre el ADN genémicd de Staphylococcus aureus
a concentracion de 1 500 ng/uL, el efecto genotdxico luego de una incubacion a
37°C en baiio maria durante 1 hora; en los carriles 1 y 2 con 100 mg/mL y 50
mg/mL respectivamente, muestran fragmentaciones que va entre 40 a 95% hasta
mayor que el 95%, con media de 3,5 en ambos, en el carril 3 con 10 mg/mL la
fragmentacion va del fango de 5 a 20% hasta el rango entre 20 y 40% con media
de 1,5; mientras que en el carril 4 con concentracion de 5 mg/mL la fragmentacion
va desde menores del 5% hasta el rango entre 5 a 20%, con media de 0,75.

La actividad genotdxica in vitro sobre el ADN genémico de Stfaphylococcus
aureus, depende de la concentraciéon del extracto hidroalcohdlico de Schkuhnia
pinnata Lam “canchalagua”, la figura 8 de la prueba de Kruskal Wallis determina
la diferencia estadistica (p=0,006) (Anexo 13); observandose que a 5 mg/mLy 10
mg/mL, son similares, con baja actividad genotéxica y medias de 0,75 y 1,5,

respectivamente; mientras que a concentraciones de 50 mg/mL y 100 mg/mL
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muestran mucha mayor actividad genotéxica, ambas con medias de 3,5 y el mismo
comportamiento en ellos.

Estos resultados son similares a los reportados por Ayala®, que estudio el efecto
genotdxico in vitro de plantas medicinales antibacterianas Spartium junceum L.
“retama’, Caesalpinia spinosa (Molina) Kunfze “tara” y Eucaliptus globulus Labill
“eucalipto”; demostrd que los extractos hidroalcohdlicos de estas plantas tienen
efecto genotdxico sobre ADN genémico de Staphylococcus aureus, donde el
tiempo de incubacion a una y cuatro horas, no influye en el efecto; mientras que
las concentraciones de los extractos, si influyen en el efecto genotéxico.

Varios estudios realizados, de las plantas medicinales de otras familias, nos refiere
que la actividad antibacteriana, asi como la actividad genotdxica se le atribuye a

la presencia de los flavonoides, alcaloides y taninos.
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VL. CONCLUSIONES

o El extracto hidroalcohdlico de la planta medicinal Schkuhria pinnata (Lam.)
Kuntze “canchalagua® o “piqui pichana”, presenta efecto genotdxico in vitro
sobre el ADN gendmico de Homo sapiens sapiens, Céandida albicans y
Staphylococcus aureus, respectivamente.

s Los metabolitos secundarios presentes en los tallos, hojas y flores de Schkuhria
pinnata (Lam.) Kuntze ‘canchalagua” o “piqui pichana" son alcaloides,
flavonoides, fenoles y/o taninos, lactonas y/o cumarinas y quinonas.

e Ei extracto hidroalcohdlico de Schkuhria pinnata (Lam.} Kuntze “canchalagua™
0 “piqui pichana’, no revela diferencia estadistica (p=0,190) de su efecto
genotdxico in vifro, frente a los ADNs gendmico de Homo sapiens sapiens,
Candida albicans y Staphylococcus aureus, respectivamente. Las
concentraciones del extracto hidroalcohdlico, si influye en su actividad
genotodxica in vitro, sobre ADN gendmico de Homo sapiens sapiens (p=0,006),
Candida albicans (p=0,045) y Staphylococcus aureus (p=0,008), determinados

por la prueba de Kruskat Wallis.
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Vil. 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.
» Ampliar estudios de genotoxicidad con extractos de metabolitos secundarios

fraccionados de otras plantas medicinales de uso comdn en nuestra sociedad.
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Anexo 1

Tabla 6. Certificado de clasificacién taxondmica de Schkuhria pinnata (Lam.)
Kuntze “canchalagua”. Ayacucho, 2015.1°

EL JEFE DEL HERBARIUM HUAMANGENS!S DE LA FACULTAD

P DE ClENClAS BIOLOGICAS DE LA UNWERSIDAD NACIONAL DE

“SAN CRlSTOBAL DE. HUAMANGA” o

: Que la L|c en Enfermeria Srta Rma Manola, 1)
maestria. o o _ ‘ e
Dicha muestra ha sndo estud[ada y determmada segu el Sis ma de ‘Ciésiﬁt’;a;ﬁriéhf
. de Cronquist. A “1088. y es como sigue: © e o

_DIVISIO,N, : MAGNOLIOPHYTA

CLASE : MAGNOLIOPSIDA
'SUBCLASE ASTERIDAE . B
ORDEN . ASTERALES' T
FAMILIA 3 ASTERACEAE -f*. |
‘GENERO  : - Schkuhria RUREER TR P
ESPECIE o Schikuhria pmnata (Lam ) Kuntze
. " "canchalagua :

NV, L "piqui pichana”,

Se expide la certificacion correspondlente a SO]ICItud de |a lnteresada_
para los finés que estime conveniente.

Ayacucho, 23 de Diciembre del 2014

C WIVERSIDAD NACiONAL DE -
SAN CRISTOEAL DE HUAMANGA
FACUILIAL 2 20 25 atmslcns

. BTg;.'i.'.auraAuca‘s'_ilrie adina
SUUIEFE e
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Anexo 2

100 g de planta pulverizada;

& Tallos, hojas y flores de
‘canchalagua”

y

Extracto
hidroaicchdlico

Tamizaje “Método Tomasevich” para
fitoquimico evaluar la genotoxicidad /n vitro

Extractos a concentraciones de:

IS |

5 10 50 100
mg/ml. mg/mlL. mg/ml, {{ mg/mlL,

: :

Exposicion de los extractos
sobre al ADN genomico de:
Homo sapiens sapiens
Candida albicans
Staphylococcus aureus

L 4
Electroforesis

b4

Observacion del
dario genotdxico

Figura 9. Esquema de obtencién del extracto hidroalcohdlico de Schkuhria pinnata
(Lam.) Kuntze “canchalagua”, tamizaje fitoquimico y ensayo de genotoxicidad.
Ayacucho, 2015.
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Anexo 3

Tabla 7. Caracteristicas producidas en los ensayos para fa identificacion de los
metabolitos secundarios de las piantas medicinales.

Metabolitos Ensayos con Observacion
Secundarios Reactivos
Dragendorff
Mayer .. o
) Hay formacion de precipitado en tocdas las
Alcaloides Hager reacsiones.
Wagner
Lacton_as y Baljet Formacidn de una coloracion roja.
Cumarinas
Hay coloracién amariita, naranja, carmalita o
Flavoncides Shinoda rojo en la fase amilica.
Si es positivo la fase amoniacal es de coior
Quinonas Borntrager 10jiz0 © rosada.
Coloracién verde carmelita a tuz UV, indica un
Catequinas Catequinas ensayo positivo.
Si es positivo hay formacion de espuma en la
Saponinas Espuma superficie.
i Si es positivo hay formacion de precipitado
Azucares Benedict rojo ladriflo.
reductoras o ) ’

Taninos y Fenoles

Cloruro Férrico

Formacidn de una coloracion negruzca.

Hay coloracion vicleta.

Aminas Ninhidrina
{amingécidos)

Coloracion violacea.
Cardendlidos Kedde

Fuente: Miranda M., 2000.%2
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Anexo 4

1
!
i
pe

Figura 10. Secado a temperatura ambiente, molienda y pesado de tallos, hojas y
flores de Schkuhria pinnata (Lam.) Kuntze “canchalagua”. Ayacucho, 2015.
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Anexo 5

Figura 11. Macerado y obtencién del extracto hidroalcohélico de Schkuhria pinnata
(Lam.) Kuntze “canchalagua”. Ayacucho, 2015.
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Anexo 6

Figura 12. Preparacion del extracto hidroalhdlico a diferentes concentraciones,
cultivo de tas cepas de Candida albicans y Staphylococcus aureus y obtencidn del
ADN gendmico para la evaluacion de genotoxicidad de Schkuhria pinnata (Lam.)

Kuntze “canchalagua”. Ayacucho, 2015.
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Anexo 7

Figura 13. Cuantificacién por espectrofotometria UV de ADN genémico extraido
de Homo sapiens sapiens, Candida albicans y Staphylococcus aureus,
preparacién e incubacion de la mezcla para la evaluacién de genotoxicidad de
Schkuhna pinnata (Lam.) Kuntze “canchalagua”, Ayacucho, 2015.
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Anexo 8

Figura 14. Electroforesis en gel de agarosa al 1%, para la evaluaciéon de
genotoxicidad in vitro de extracto hidroalcohdlico de Schkuhria pinnata (Lam.)
. Kuntze “canchalagua”’. Ayacucho, 2015.
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Anexo 9

Figura 15. Registro fotografico del gel de agarosa para interpretacion de la
genotoxicidad in vifro de extracto hidroalcohélico de Schkuhria pinnata (Lam.)
Kuntze “canchalagua” frente a ADNs genémicos. Ayacucho, 2015.
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Anexo 10

Tabla 8. Valores numéricos del grado de genoloxicidad in vifro del extracto
hidroalcohdlico de Schkuhna pinnata (Lam.) Kuntze “canchalagua”, segin la
concentracion, frente a ADN genOmicos de: Homo sapiens sapiens, Candida
albicans y Staphylococcus aureus, durante 1 hora de incubacion a 37°C.
Ayacucho, 2015.

Grado de
genotoxicida

den
1 hora a 37°C.
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Anexo 11

Tabla 9. Estadisticos descriptivos del efecto genotdxico in vifro del extracto
hidroalcohdlico de Schkuhria pinnata (Lam.) Kuntze “canchalagua’, frente a los
ADNs genomico de Homo sapiens sapiens, Candida albicans y Staphylococcus
aureus, respectivamente, durante 1 hora de incubacion a 37°C. Ayacucho, 2015.
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Anexo 12

Tabla 10. Resultados de la prueba de Kruskal Wallis comparando el efecto
genotdxico in vitro del extracto de hidroalcohdlico de Schkuhnia pinnata (Lam.)
Kuntze “canchalagua”, frente a los ADNs gendmico de Homo sapiens sapiens,
Candida albicans y Staphylococcus aureus, respectivamente, durante 1 hora de
incubacion a 37°C. Ayacucho, 2015.

Estadisticos dé contraste®?

Genotoxicidad
Chi-cuadrado 3,318
Gl 2
SJ%. asintét. ,190

a. Prueba de Kruskal-Wallis
b. Variable de agrupacién: Tipo de ADN

64



Anexo 13

Tabla 11. Resultados da la prueba de Kruskal Wallis comparando el efecto
genotéxico in vitro de cuatro diferentes concentraciones frente a los ADNs
genomico de Homo sapiens sapiens, Candida albicans y Staphylococcus aureus,
respectivamente, durante 1 hora de incubacién a 37°C. Ayacucho, 2015,

Estadisticos de contraste®®

Tipo de ADN Genotoxicidad
Chi-cuadrado © 12,469
Homo sapiens sapiens gl 3
Sig. asintot. ,006
: Chi-cuadrado 8,056
Candida albicans gl 3
Sig. asintét. ,045
Chi-cuadrado 12,606
Staphylococcus aureus gl 3
Sig. asintot. ,006

a. Prueba de Kruskal-Wallis
b. Variable de agrupacion: Concentracién extracto (mg/mL)
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Anexo 14

Tabla 12. Matriz de consistencia

MARCO

HIPOTESIS VARIABLES
TiTULO PROBLEMA OBJETIVO TEGRICO METODOLOGIA
* Comparaci ¢Cudles GENERAL Aspectos El extracto Variable Principal: Tipo de investigacidn :
6n de la seranlas ¢ Comparar la genotoxicidad g w2006 de hidroalcohdlico Planta medicinal .
genotoxicid similitudes y in vitro de la planta medicinal de la planta Schkuhra pinnata (Lam.) Descriptivo.
ad in vitro diferencias  Schkuhria pinnata (Lam.) Schkuhria medicinal Kuntze ‘“canchalagua” o
de dela Kuntze “canchalagua”, frente innata (Lam.) Schkuhria “pigui pichana”. Nivel de investigacion:
Schkuhria  genotoxicida al ADN genémicos de: Homo p ' pinnata (Lam.) Basico
pinnata dinvitrode sapiens sapiens, Céandida Kuntze Kuntze Indicador:
(Lam.) Schkuhria albicans y  Staphylococcus anchalagua” : ‘canchalagua”, -  Concentracion  del Definicién de la poblaciéon vy
Kuntze pinnata aureus. © gua~: presenta extracto  hidroalcohdlico muestra:
“canchalag (Lam.) Clasificacién similitudes y (mg/mL). Procedimiento para la recoleccién de
ua”frentea Kuntze Especificos: taxondmica diferencias en muestra de extracto hidroalcohdlico de:
ADN ‘canchalagu e Identificar los metabolitos ’ la Variable secundaria: e Schkuhria pinnata (Lam.) Kuntze
genémicos &’ frente a secundarios en  extracto Descripcion genotoxicidad  Genotoxicidad in vifro dela “canchalagua” @ “piqui pichana”.
de: ADN hidroalcohdlico de Schkuhria Botanica in vitro frente a planta medicinal..
humano, genomicos  pijnnata  (Lam.)  Kuntze ' ADN Disefio Experimental:
Candida y de: Homo “canchalagua’, Composicién genémicos de: Indicador: Los ensayos se realizaran con un
Staphyloco sapiens ¢ Contrastar similitudes vy Quimica Homo .sapiens - ADN gendmico de Homo modelo in vifro para estudiar Ia
ccus. sapiens, diferencias de la ' sapiens, sapiens sapiens. actividad genotdxica del extracto sobre
Ayacucho, Ca:_vdlda genotoxicidad in vitro del Actividades Caqdlda - Al;)N gendmico de el ADN gendmico, demostréandose por
2014, albicans y tracto hidroalcohélico de la Biolégicas albicans y Candida albicans. su fragmentacién.
Staphylococ extracto hi .rga conelico e‘ a blologicas. Staphylococcus - ADN gendémico de Se aplicara el analisis de varianza del
cus aureus? Planta medicinal en estudio, Genotoxicidad. aureus. Staphylococcus aureus.  efecto genotéxico de las plantas
frente a ADN genémiicos de: - Fragmentacion del Acido medicinales en estudio, que indica una
Homo  sapiens  sapiens, desoxirribonucleico actividad diferencial sobre ADN de
Céndida albicans y (ADN). Homo sapiens sapiens, Candida
Staphylococcus aureus. albicans, de Staphylococcus aureus y
estadisticamente significativa (p<0,05).
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