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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo demostrar la degradacién in vitro
del DNA genomico humano frente al extracto hidroalcohdlico y zumo de
Minthostachys mollis G. “muna”. El tipo de investigacion fue experimental con
disefio post test, el tipo de muestreo fue no probabilistico, intencional, constituido
por 4 kg de las hojas y tallos de mufia obtenidas del Centro poblado de 24 de
junio, distrito de Huamanguilla, provincia de Huanta, region de Ayacucho. El
extracto hidroalcohdlico, se obtuvo después de haber macerado el polvo de las
hojas y tallos secos durante 5 dias; mientras que el zumo se extrajo
directamente de las hojas y tallos frescos; posteriormente, se realizo el tamizaje
fitoquimico correspondiente. La estimacion del dafio degradativo in vitro se
establecié mediante el protocolo modificado y descrito por Miranda (2017); las
concentraciones para los ensayos de degradacion del DNA genémico humano
fueron de 5, 10, 50, 100, 200, 300, 400 y 500 mg/mL y para el zumo de 5, 10, 25,
50 y 100%. Se identificaron los siguientes metabolitos secundarios: compuestos
fendlicos (hojas y tallos), flavonoides y catequinas (hojas) en el extracto
hidroalcohdlico y compuestos fendlicos en el zumo; todos en concentraciones
abundantes. Los mayores dafios degradativos in vitro del DNA gendmico
humano, frente al extracto hidroalcohdlico de hojas y tallos, se manifestaron a
concentraciones de 300, 400 y 500 mg/mL, en tanto que, para el zumo fueron
del 5 al 100 %. Mediante la prueba de Kruskal-Wallis se confirmé que el dafio
degradativo del DNA es directamente proporcional a la concentracién del
extracto hidroalcohdlico; mientras que, para el zumo no existe dependencia. Se
concluye que el extracto hidroalcohdlico y el zumo de Minthostachys mollis
Griseb “mufa”, genera dafio degradativo in vitro en el DNA genémico humano.

Palabras clave: Degradacién, Minthostachys mollis, “muna”.
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l. INTRODUCCION

Las plantas que tienen efectos medicinales representan cerca del 25% total de
las prescripciones médicas en paises industrializados (Harvey et al., 2000;
Sharapin, 2000) y en los paises en desarrollo, la Organizacion Mundial de la
Salud menciona, que el 80% de la poblacion mundial, depende exclusivamente
de hierbas para su atencién primaria de salud (Muhammad et al., 2011). Las
plantas medicinales, contienen nuevas identidades moleculares que son
importantes, para que logren sintetizar y producir componentes que son dificiles
de conseguir mediante una sintesis quimica (Munari et al.,, 2010). Estos
elementos provenientes de fuentes naturales sirven como prototipos para
sintetizar de farmacos con acciones terapéuticas y biol6gicas, pueden
modificarse parcialmente para que sean menos toxicos y con mayor efectividad
(Regner et al., 2011). Minthostachys mollis Griseb es una de las plantas mas
utilizadas en el ambito culinario siendo ingrediente en diferentes comidas y con
fines medicinales (Arcila-Lozano et al., 2004). Las plantas medicinales contienen
un gran numero de compuestos biol6gicamente activos y tienen propiedades
comprobadas farmacolégicamente, diversos estudios demuestran que dichas
plantas, pueden originar toxicidad, dependiendo especialmente de la cantidad
consumida (Sponchiado, 2016). Por la gran afinidad que hay entre las
enfermedades hereditarias y el dafio al DNA a causa de que las células del
organismo en este caso el DNA, recibe el tratamiento directamente con las
plantas medicinales ya sean zumos, extractos o aceites se desconoce los
efectos adversos que pueden estar ocasionando la genotoxicidad y la
citotoxicidad por efecto de los metabolitos secundarios presentes en cada planta
medicinal. (Ananthi, 2010).

Por ello la tarea fundamental es conocer si dichos metabolitos secundarios

podrian estar causando este efecto en el DNA y si es asi en qué concentraciéon



se puede presentar, por lo tanto resulta imprescindible evaluar la genotoxicidad
(Sponchiado, 2016). Existen estudios que concluyen que existen algunas plantas
medicinales que son genotoxicas, siendo extremadamente dafinas para el
humano. (Melo-Reis et al 2011).
En las ultimas 3 décadas se vienen desarrollando, diversas estrategias y
metodologias para evaluar los efectos genotoxicos (Lopez et al., 2010). Los
ensayos de degradacion se usan comunmente para identificar extractos,
sustancias capaces de interactuar con concentraciones bajas o altas de acido
nucleico, lo que puede provocar aberraciones en la estructura del ADN o
cambios cromosémicos que afectan la fidelidad de la informacion y conducen a
cambios celulares irreversibles y susceptibilidad a enfermedades. (Garcia, 2003).
El propdsito del presente trabajo es estudiar el dafio degradativo in vitro del DNA
génomico humano bajo los efectos del extracto hidroalcohdlico y el zumo de
Minthostachys mollis Griseb cuya estimacion del dafio fue expresado en su
fragmentacion, determinado con el protocolo modificado y descrito por Miranda,
el estudio radica en exponer al DNA gendmico humano a desiguales cantidades
del extracto hidroalcohdlico y del jugo de “muia”, en seguida se sometié éste
elemento a electroforesis en gel de agarosa al 1% y bromuro de etidio al 1%
para luego visualizar con ayuda de la emision de luz ultra violeta e descifrar el
efecto causado en la estructura del DNA, por tanto, forma una técnica con
eficacia y eficiencia para establecer la genotoxicidad de los extractos de las
plantas medicinales. Como también se realiz6 la marcha fitoquimica con la
intencién de ver la presencia de multiples metabolitos secundarios existentes en
la mufia. Los objetivos que se formularon fueron:
Objetivo general
Demostrar la degradacion in vitro del DNA gendémico humano frente al extracto
hidroalcohdlico de hojas y tallos y zumo de Minthostachys mollis Griseb “muna”.
Objetivos especificos
1. Identificar la presencia de metabolitos secundarios presentes en el extracto
hidroalcohdlico de hojas, tallos y zumo de Minthostachys mollis Griseb
“muna”.
2. Comprobar el dafio degradativo in vitro del DNA gendémico humano frente al
extracto hidroalcohdlico de hojas, tallos y zumo de Minthostachys mollis

Griseb “muna”.



II.  MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes del estudio

Azafia (2010), realizé una investigacion con el objeto de establecer lo efectivo y
antibacteril in vitro del éleo esencial de Minthostachys mollis Griseb “muia” a
nivel cuantitativo y cualitativo, dicho estudio lo realiz6 haciendo uso del
procedimiento de “difusion en agar con disco”, Las cepas con enfermedad
periapical crénica en las investigaciones existentes son: Enterococcus faecalis,
Fusobacterium nucleatum y Prevotella, asi como inflamacion periapical cronica
apical en muestras de conducto radicular. Por arrastre de vapor, los
investigadores obtuvieron el aceite esencial de los componentes activos totales
de la planta (hojas, flores y tallos). Las pruebas de susceptibilidad in vitro
arrojaron los siguientes resultados: El aceite esencial puro de Minthostachys
mollis "mufia" y su dilucion a 70° fueron mas antimicrobianos que el etanol pero
menos que el alcanfor p-monoclorofenol.

Cano (2008), realiz6 un estudio con el objetivo de comprobar la elucidacién
como la accién anti hongos in vitro de ciertos metabolitos del 6leo esencial de
hojas de Minthostachys mollis (mufia). EI método usado para la obtencion del
aceite esencial fue la destilacion por transporte de vapor de agua, el que se
coloc6 para estudio fisico-quimico y cromatografia de gases para la
determinacion de su composicion quimica. Del mismo modo, a través del
procedimiento de agar en difusion, Cano evidencié la inhibicion del crecimiento
fungico de Candida albicans, y mediante el procedimiento para diluir en tubo
para Trichophytun mentagrophytes, Trichophytun tonsurans y Microsporun canis.
Uno de los efectos mas importantes al que arribé el investigador fue que el 6leo
esencial de Minthostachys mollis (mufa) inhabilité totalmente el desarrollo de T.
tonsurasn, T. mentagrophytes y M. canis con los dos técnicas de valoracion y
dosis. Sin embargo, el hongo C. albicans solo consigui6é un halo de inhibicion de

30 mm para el 6leo esencial al 100% y de 35 mm al 50%. Se encontré estos



monoterpenos: pulegona, mentona, limoneno y mirceno. Llegando a la
conclusién que fue demostrada la accion anti hongos del 6leo esencial de muiia,
posiblemente por la labor de los monoterpenos hallados.

Carvajal (1988), realiz6 un estudio sobre la actividad mutagénica de la “muna”
(Minthostachys mollis), optaron por trabajar con células linfoblasticas de la linea
AHH, debido a que tienen la habilidad de metabolizar una amplia variedad de
sustancias quimicas reactivas y no reactivas y convertirlas en mutagenos
activos. Esta linea celular tiene la capacidad de oxigenacién y es capaz de mutar
en presencia de nitrosaminas, compuestos aromaticos policiclicos y micotoxinas;
llegando a la conclusién que las células linfoblastos estudiadas reaccionan
mutando en cada exposicion simple al extracto natural de la mufa,
incrementandose en funcibn de la concentracibn aplicada y aumenta
considerablemente por encima de las observadas en cultivos no tratados.

Bravo et al. (2004), realizaron un estudio con el propésito de determinar la
existencia de flavonoides en Minthostachys mollis “mufia” y Lepechinia meyenni
Epling asi como, la accién antimicrobios de sus extractos contrastado con cepas
de Escherichia coli y Staphylococcus aureus. Cuya conclusién se basa en que
Minthostachys mollis “mufia” present6 una actividad antimicrobiana a causa de la
presencia de flavonoides.

Marca et al. (2018). Realizaron un estudio de “Genotoxicidad in vitro del extracto
etandlico y zumo de Allium sativum L. “ajo”. Los investigadores realizaron una
maceracion por 5 dias donde obtuvieron un extracto etandlico, mientras que, los
zumos lo obtuvieron directamente de la planta fresca; la determinacion
genotoxica a diferentes concentraciones de extracto y del zumo,
respectivamente, lo enfrentaron al ADN gendmico de Staphylococcus sp. La
evaluacion del dafio genotdxico in vitro fue establecido mediante el protocolo
modificado y descrito por Miranda (2017). Los investigadores identificaron
diferentes metabolitos secundarios del extracto etandlico del bulbo de Allium
sativum L. “ajo” entre ellos los fenoles en altas concentraciones; en el zumo: en
mayor concentracion encontraron los taninos y saponinas. En bajas
concentraciones se encuentran a los cardendlidos. El extracto etandlico del “ajo”
de 5, 10, 50, 100, 200, 300, 400 y 500 mg/mL de concentracién, los
investigadores no hallaron efectos genotéxicos frente al ADN gendémico de
Staphylococcus sp; en el zumo del bulbo de Allium sativum L. “ajo”, incluso a

bajas cantidades existe un potente efecto genotoxico, fragmentando el 100% del



ADN. Concluyeron que el zumo “ajo”, si contiene una alta accion genotoxica
frente al DNA gendémico de Staphylococcus sp.

Ayala (2013), realiz6 una investigacion para determinar si las vegetaciones
medicinales antibacterias como: las flores de retama, vainas de la tara y hojas
eucalipto tienen efecto genotdxico in vitro cuando se exponen sobre el ADN
gendémico de Staphylococcus aureus; el investigador utilizé el protocolo
modificado y descrito por Miranda (2017). El investigador concluy6 que la tara y
el eucalipto tienen un efecto genotdxico mayor a cantidades de 50 y 100 mg/mL
a diferencia de que ocurre con la retama. Igualmente, en la retama se consiguio
la existencia de metabolitos secundarios como: flavonoides, quinonas,
alcaloides, fenoles y/o taninos, en abundantes cantidades, en regular suma
encontramos a las quinonas; en la tara el investigador encontré en cantidades
abundantes a: quinonas; alcaloides; flavonoides; lactonas; fenoles y/o taninos y
en el eucalipto fenoles y/o taninos; alcaloides; flavonoides en concentraciones
abundantes, en regular cantidad estan las quinonas y lactonas y/o cumarinas.
Garcia et al. (2018), realizaron un estudio de “Genotoxicidad in vitro del zumo de
las flores y del extracto hidroalcohdlico de hojas de Brugmansia arborea (L.)
Lagerh “floripondio” frente a DNA del gen humano”, las hojas secas y trituradas
lo maceraron en etanol: agua (3:1), posteriormente lo filtraron y lo llevaron a
evaporacion obteniendo el extracto; mientras que, el zumo lo obtuvieron previa
molienda en mortero estéril. Se realiz6 la marcha fitoquimica para identificar los
metabolitos secundarios del zumo de las flores y del extracto hidroalcohdlico de
las hojas del floripondio. El efecto genotdxico in vitro, lo determinaron con el
protocolo modificado y descrito por Miranda (2017) el extracto y zumo a
diferentes concentraciones, respectivamente, enfrentaron in vitro al DNA,
sometieron a electroforesis, posteriormente los investigadores visualizaron con
radiacion de luz UV y finalmente tomaron los registros fotograficos. Concluyeron
que el extracto de flor de Brugmansia arborea (L.) presenta mayor efecto
genotobxico que el extracto hidroalcohdlico de las hojas de Brugmansia arborea
(L.) Lagerh “floripondio” frente al ADN genémico humano.

Inga y Guerra (2000), mediante diversos analisis sefialaron como influye el
aceite del Minthostachys mollis en diferentes cepas bacterianas como: Bacillus
cereus MC, Salmonella typhimurium, Klebsiella pneumoniae, Salmonella
typhimurium, Salmonella Panasonic MC, Escherichia coli y Staphylococcus
aureus. Asimismo evaluaron el impacto fungicida y bacteriostatico sobre el

Fusarium y Aspergillus niger.



Carhuapoma et al. (2009), realiza un estudio para evaluar el impacto anti-
Helicobacter pylori frente aceite esencial de Clinopodium brevicalix Epl.
"Urgumufa" (antes llamado Satureja brevicalyx). Los investigadores utilizaron el
método de difusién de discos y demostraron la actividad antioxidante y anti-
Helicobacter pylori. Su alta citotoxicidad delos aceites que se encuentran en la
mufa afirman que su actividad biologica es alta.

Montes (2013), determiné la accién antihongos del extracto hidroalcoholico y
Oleo esencial de la “wayra muia” sobre una cepa de Candida albicans, el
investigador realizO para el extracto hidroalcohdlico, diversos ensayos
fitoquimicos donde reporté metabolitos como: fenoles, lactonas, flavonoides,
para el aceite esencial realiz6 examenes fisicos como densidad, rotaciones
Opticas, indice refractorio. Montes analiz6 la concentracién Minima de fungicida
(CMF) y la concentracion minima inhibitoria (CMI) del aceite de Satureja
brevicalyx Epl. Donde concluyd que el extracto hidroalcohdlico de la wayra
mufa tiene una mayor actividad antimicética a comparacion del aceite esencial
en las cepas de Candida albicans.

Maquera et al (2009). Realiz6 una investigacion para determinar los
componentes quimicos que se encuentran en los aceites esenciales del
Minthostachys mollis “muna” dicha investigacion se llevé a cabo en laboratorios
Holandeses: Quest Internacional y Givaudan, los investigadores utilizaron
método de espectrometria de masas y cromatografia de gases (CG/MS).
Concluyeron que en concentracion, la pulegona es el componente principal del
aceite esencial seguido por la menthona.

Benites et al., (2018), realizaron un estudio para determinar la composicion del
aceite esencial que fue obtenido a partir de hojas y tallos de Minthostachys mollis
Griseb (Lamiaceae) el método que utilizaron los autores fue la hidrodestilacion
para la determinacion de la actividad citotoxica usaron el ensayo colorimétrico
para células sanas y que no sean tumorales en lineas celulares de cancer
humano, los investigadores concluyeron que la composicién del aceite esencial
son: Mentona, pulegona, cis-dihidrocarvona y acetato de carvacrol. También se
concluyé que el aceite esencial presenta una baja actividad antioxidante.

2.2. Bases teoricas

2.2.1. Minthostachys mollis Griseb “muna”.

2.2.1.1. Ubicacién taxonémica

Segun Cronquist (1981). La muestra vegetal (Anexo 1), posee la asiento

taxondmico a continuacion detallada:



Division = Magnoliophyta

Clase = Magnoliopsida

Sub clase = Asteridae

Orden = Lamiales

Familia = Lamiaceae

Género = Minthostachys

Especie = Minthostachys mollis Griseb
Nombre vulgar = “muna”.

2.2.1.2. Descripcion botanica

Planta subfrutice o semilefiosa, de 50 — 70 cm. de alto, erguida o decumbente,
de tallos cuadrangulares, bastante ramificados y delgados, algo fragiles,
generalmente los tallos tiernos posee pelos blanquecinos, hojas simples
opuestas, pecioladas y enteras, ovalado-lanceoladas de bordes ligeramente
aserradas sin estipulas. Los pelos glandulares contienen aceites esenciales que
son los responsables de dar el aroma caracteristico. Inflorescencias cimosas
formado por numerosas flores pequefias que nacen en los nudos del tallo; flores
heteroclamideas, bisexuales, zigomorfas, bilabiales y pentdmeras; caliz formado
por 5 sépalos tubuladas, verdosas, corola por 5 pétalos blanquecinos,
epipétalos, ovario supero bicarpelar tetralocular presenta estilo ginobasico y el
estigma bifido, con un ovulo en cada celda.

Crece en zonas frigidas y templadas, en forma silvestre en bordes de chacras,
cercos y muy poco se cultivan en huertos familiares (Aucasime, 2013).
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Figura 1. Minthostachys mollis Griseb “mufa”.

Fuente: Elaboracion propia



2.2.1.3. Propiedades medicinales de la mufia

Por su alto contenido en esencias se usa para la extraccion de aceites de menta,
mentona y mentol para uso industrial y farmacolégico, en medicina popular se
usa como desinflamante de las amigdalas en forma de gargaras, como digestivo
contra gases tomando en infusion, como biocida y repelente para conservar
tubérculos de papa, olluco, oca y mashua contra hongos, bacterias, gorgojas y
otros agentes biolégicos (Aucasime, 2013).

2.2.1.4. Composicion quimica de la muia

El 6leo esencial de Minthostachys mollis Griseb “mufa, presenta en su
composicion quimica un porcentaje mayor los ésteres, éteres y terpenos tiene
una distribucién ceténica, aldehidica, alcohdlica (mentol y mentona) y a la vez
contiene: esteroles; glicésidos; mucilagos; calcio; taninos; trazos de vitamina B1,
Oleo esencial; esencias; saponinas; fosforo; mentol; alcaloides; Hidratos de
carbono y hierro. (Gibaja, 1960).

a) Pulegona

Conocido como poleo (Mentha pulegium) al ser consumida en cantidades
abundantes produce dafio hepético, dafio fetal y provoca abortos, el aceite
esencial es usado para la eliminacién de plagas y parasitos por su alto indice de
toxicidad, el aceite también es utilizado como saborizante en lo culinario y en la
perfumeria.

b) Mentona

La mentona es otro componente importante, constituye el 75% y mas de la
constitucion del 6leo total. EI componente de la menta que mas se conoce es la
(Mentha piperita). Posee una fragancia y sabe a menta bastante agradable,
utilizada también en la perfumeria y contiene propiedades digestivas.

c) Carvacrol

El carvacrol esté presente en varias hierbas como la “ajedrea de jardin” (Satureja
hortensis), el “tomillo del monte serpolio” (Thymusser pyflum), y “orégano”
(Origanium vulgare). Dicho componente es altamente dominante y se encuentra
en mayor proporcion.

d) Carvona

Tiene propiedades digestivas y es utilizada como saborizante y es conocida
porque se produce de las pepitas de alcaravea (Carum carvi), un Apiaceae.

e) Mentol

Es utilizado para aliviar el dolor de garganta.



f)y Linalol

Comunmente conocido como “cilantro” (Coriandrum sativium) de la familia
Apiaceae es empleado como insecticida y en lo culinario es un condimento
infaltable en diferentes potajes.

g) Timol

Componente de los 6leos esenciales de diferentes especies de tomillo. Funciona
con propiedad antiséptica y alivia la tos y el malestar en la garganta. Es un
dispositivo menor presente en el 6leo de Minthostachys mollis G. (Inga y Guerra,
2000; Mora, 2009).

2.2.2. Extracto hidroalcohdlico y zumo

2.2.2.1. Extracto

Al someter una droga a la accién disolvente de un liquido y luego evaporando el
soluto obtenido, al eliminarlo nos quedara un residuo que es lo que constituye el
EXTRACTO.

Los extractos contienen dos clases de principios inmediatos: Inertes o
modificantes de la energia terapéutica de los primeros donde se encuentran,
gomas, mucilagos y colorantes etc. Activos o medicinales, entre los que se
encuentran: alcaloides glucésidos, amidos, &acidos, principios amargos Yy
aromdticos, algunas resinas etc. (Viveros, 1923)

2.2.2.2. Extracto hidroalcohdlico

Proceso que consiste en la maceracion de la corteza seca, trozada o molida en
alcohol de 70°. Se remojan o0 maceran durante 5 dias como minimo, en
recipientes de plastico, vidrio o acero inoxidable. Para acelerar el proceso se
debe agitar el macerado, una vez finalizado el proceso se prensa, se filtra y se
envasa (Rodriguez, 1998).

2.2.2.3. Zumo

Es un liquido que se logra cuando las frutas, vegetales, flores, plantas, etc. se
les aplican una fuerza determinada con el Unico objetivo de triturar la materia
orgénica para que se descomponga y se tenga como producto el zumo.

Hoy en dia, se puede encontrar en el mercado diversas variedades de zumos
naturales aunque al industrializarlo se pierden algunos nutrientes en
comparacion cuando se realiza en la forma tradicional. (Yirda, 2021).

2.2.3. DNA, Estructura fisico quimica

El &cido desoxirribonucleico o el DNA, es aquella molécula que tiene informacién

genética de todos los organismos vivos y de ciertos virus. EIl DNA se organiza



estructuralmente en cromosomas. Funcionalmente, esta organizado en genes, y
estos son partes del DNA que dan las caracteristicas fisicas exclusivas a cada
organismo vivo y virus. Estas caracteristicas provienen de una molécula llamada
ARN, que se forma a partir del ADN y codifica proteinas. Se denomina: el
fundamento central de la biologia molecular, hay genes en el ADN que producen
ARN mensajero, y esos genes producen proteinas. Esto da lugar a las multiples
propiedades fisicas que vemos en las personas, como la altura, el color de ojos o
tono de piel. (McPherson, 2001).

2.2.3.1. Estructura primaria del DNA

Es aquella secuencia de nucleétidos del polinucleétido linearizado. Todos los
datos genéticos estas ordenados precisamente de las bases nitrogenadas que
conforman los nucledtidos, la informacién simplemente se alterara, si alguna de
las bases se desordena o se modifica.

2.2.3.2. Estructura secundaria del DNA

El DNA en células eucariotas, esta presente como una cadena doble de
polidesoxirribonucle6tidos. EI DNA tiene 2 cadenas que forman una estructura
helicoidal que viran en torno a un eje de simetria, de aqui proviene la
denominacion de “doble hélice del DNA” explicada en 1953 por Watson y Crick.
En la hélice del DNA, la cadena que esta ubicada en el exterior de la molécula,
es una columna hidrofilica de desoxirribosa-fosfato y en el interior se orientan las
bases nitrogenadas hidréfobas. El vinculo espacial creado por la torsion entre las
dos hebras de la hélice genera un surco mas grande y otro mas pequefio. La
doble cadena del DNA posee principales propiedades que son:

e Es antiparalela.

¢ Representacion un giro helicoidal dextrégiro o levdgiro.

e Es complementaria.

Es antiparalela porque el extremo 5" se asocia con el extremo 3’ de la otra. Se
complementan; es decir, las bases nitrogenadas de una se acoplan por puentes
de hidrégeno a las bases nitrogenadas de la otra cadena.

La secuencia de nucleétidos de una cadena define y complementa la secuencia
de nucledtidos de la otra cadena. Las reglas de Chargaff muestra los
apareamientos especificos de las bases: en donde la cuantia de purinas es

similar a la de pirimidinas. (Salazar et al., 2013).
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Figura 2. Estructura del DNA

2.2.3.3. Importancia de los enlaces covalentes y no covalentes para la

estructura y estabilidad de las moléculas biol6gicas
Los enlaces quimicos sirven para que los atomos puedan interaccionar entre
ellos, dichos enlaces quimicos incluyen alianzas covalentes que precisan la
distribucion de las moléculas y las uniones no covalentes que son de gran
importancia bioquimica.
a) Enlaces covalentes
Son mas fuertes y se encuentran en los compuestos bioquimicos, estas se
mantienen unidas a los atomos de las bases individuales. El enlace covalente
carbono — carbono (C-C) tiene una longitud de 1,54A y una energia de enlace de
356 KJ mol™. Para romper los enlaces covalentes se debera gastar una gran
cantidad de energia.
b) Enlaces no covalentes
Son enlaces mas débiles, son fundamentales en el proceso bioquimico, como la
alineacion del doble helicoidal. Existen 4 tipos esenciales de enlaces no
covalentes que son los siguientes:
c) Interacciones electrostaticas
Conjunto cargado en una molécula logra atraer a un conjunto con carga opuesta
en otra molécula, y la energia de la interaccidn electrostatica que se da por la ley
de Coulomb. (Berg, Tymoczko, & Lubert, 2007).
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d) Puentes de hidrogeno

Son responsables de que se formen pares de bases determinados de la doble
hélice del DNA, los enlaces de hidrogeno son mas largos que los enlaces
covalentes. Cuanto mas fuertes sean los enlaces de hidrogeno llegan a ser
aproximadamente lineales, por lo tanto el &tomo de hidrogeno es responsable de
las caracteristicas de las propiedades del agua es por ellos que el agua es un
disolvente especial.

Entre dos atomos relativamente electronegativos, como el nitrégeno y el oxigeno
el atomo de hidrogeno se encuentra parcialmente compartido.

e) Interacciones de Van der Waals

Las interacciones estan en las distribuciones de la carga electrénica préxima de
un atomo que el tiempo lo modifica.

f) Interacciones hidrofébicas

Son interacciones de moléculas no polares con agua, y estas interacciones no
son tan buenas como las interacciones entre moléculas de agua. Resulta que las
moléculas no polares del agua muestran una tendencia creciente a unirse entre
si. Las moléculas apolares no pueden participar en las interacciones ionicas ni
en los puentes de hidrogeno (Berg, Tymoczko, & Lubert, 2007).

2.2.4. Extraccion de DNA humano

La obtencién de DNA de un individuo se usa para ejecutar diversos estudios que
van a permitir caracterizar el genotipo de dicha persona. Para extraer el DNA se
pueden utilizar tejidos de cualquier parte ya que las células humanas
mayormente tienen una copia de DNA. Para que las muestras de ADN se
puedan obtener sin ningun tipo de dafio a las personas y se puedan obtener de
manera facil y rapida, existen innumerables métodos: lo mas usual es a partir de
sangre entera. La sangre estd compuesta por diferentes tipos celulares entre
ellos los glébulos rojos no presentan nucleo es decir, los glébulos rojos no tienen
DNA a diferencia de los globulos blancos que si tienen un nucleo y ADN (Hartl et
al., 2003)

Para poder purificar el ADN a partir de cualquier muestra, en el laboratorio se
necesita realizar diferentes etapas como son:

e Disgregacion del tejido: En un inicio, se elimina de la matriz extracelular, etc.

e Lisis celular: En esta etapa se utilizan diversos detergentes cuya funcion es

destruir la membrana celular, y liberar al exterior el contenido de las células.
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e Eliminacibn de proteinas o desproteinizacion: Se realiza mediante
extracciones repetidas de las proteinas con disolventes organicos (como el
cloroformo y fenol) algunas veces se realiza después de incubar con enzimas
que degradaran las proteinas (proteasas).

Precipitacién de ADN: Cuando el DNA esta purificado, se usa el alcohol que
puede ser isopropanol o etanol en presencia de sales para conseguir la
precipitacién. En la actualidad, existen una gran diversidad de “kit” que
ayudan a simplificar la purificacion de ADN gendmico para cualquier tipo de
tejido, son recomendables cuando se tienen gran cantidad de muestras para
procesar. (Castafio, 1996).

Para obtener el ADN de globulos blancos se realizd con el protocolo modificado
y explicado por (Miranda, 2017).

2.2.4.1. Proteinasa K

Para asegurar que el aislamiento del DNA este intacto, se debe una enzima
proteasa estable como es la proteinasa K, con el objetivo de prevenir la hidrolisis
del ADN por nucleasas celulares.

Esta enzima actla exclusivamente en las uniones peptidicas. Esta proteasa,
necesita una temperatura éptima de 65°C. (Martinez, 2007)

2.2.4.2. Cuantificacion y determinacién de pureza de DNA

Uno de los factores principales para cualquier analisis molecular, es la pureza
del ADN, y para medir la cantidad de &cidos nucleicos se utilizan métodos como
la absorbancia y fluorescencia. (Granero et al., 2018; Monroy et al., 2014).

La pureza del DNA, es una forma de controlar la calidad del mismo, por la tanto
la calidad es un factor que condiciona el tipo de aplicaciones sean a nivel de
investigacion o de diagnostico motivo por el cual el ADN no debe tener ningln
contaminante como; proteinas, alcoholes, cebadores, nucleétidos.

Otros factores importantes son la concentracion, integridad, funcionalidad y
trazabilidad.

Posterior a la extraccién de &cidos nucleicos se realiza la lectura a 260nm y
280nm longitudes de onda, se debe realizar a 260nm con el objetivo de
cuantificar la cantidad de &cidos nucleicos que esta presente en la muestra.

Se tiene como referencia que una Densidad Optica (O.D.), medida a 260nm,
concierne cerca de:

e 20 ug/ml cuando se trata de oligonucleétidos.

e 40 ug/ml de ARN o de DNA de cadena simple
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e 50 ug/ml de DNA de doble cadena.

Por lo general, existen diferentes formas de medir la cantidad de acido nucleico
en solucion. (Gallou et al., 2015).

2.2.4.3. Electroforesis en gel de agarosa

Es un método de separacién de sustancias cargadas cuando se aplican un
campo eléctrico, con el objetivo de diferenciar la conducta en el campo eléctrico.
Si las particulas cargadas son positivas (cationes) podran emigrar hacia catodo y
las de forma negativa en direccion al anodo (Fairbairn et al., 1995).

Con este método se inmovilizan las muestras estudiadas en material gelatinoso.
El gel es sometido a corriente eléctrica en un lapso de tiempo. La muestra
iniciara la migracion mediante los poros del gel a diferentes velocidades, segun
la carga y el tamafio de la molécula. Cuando se completa la separacion, la ruta
actual se cierra y la muestra separada se pinta para visualizarlas. Cada muestra
esta a una distancia diferente del principio. Los &cidos nucleicos estan cargados
y son solubles porque poseen un grupo fosfato, el resto que imparte la carga y, a
menudo, existe en la estructura. Los &cidos nucleicos pueden traducirse en un
campo eléctrico y, por lo tanto, pueden separarse mediante electroforesis. El gel
se sumerge en un electrolito tamponado con triborato para demostrar que los
acidos nucleicos tienen una carga negativa, razén por la cual el método se llama
electroforesis de inmersion. Las moléculas se trasladaran hacia el polo positivo,
por lo que transitaran por el gel en esa direccion, separadas por tamafio (nUmero
de nucledtidos), colocando unas etiquetas (cargando colorantes) al cargar la
muestra, permitiéndonos hacerlo en el momento que veamos. Para poder
observar las bandas, el gel debe ser tefiido o las moléculas deben
radiomarcarse. El procedimiento de mayor uso en geles de agarosa es el
bromuro de etidio, que procede como intercalador y, por tanto, conjuntamente
con reducir la densidad de la molécula, es capaz de presentar luminosidad
cuando es excitado por la luz ultravioleta. Este compuesto debe usarse con
cuidado porque es altamente cancerigeno. (Speit et al., 2009).

2.2.5. Efecto de los metabolitos secundarios sobre el DNA

Los metabolitos secundarios son compuestos derivados de intermediarios de
varias vias metabdlicas primarias y se clasifican segun sus precursores
formados el primer dia de gasto energético. (Kaul et al., 2012).

La OMS estima que el 80% de la poblacién utiliza diversas plantas para la

medicina tradicional, y estas plantas también se utilizan en la medicina moderna;
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de igual forma, se calcula que alrededor de una cuarta parte de todos los
medicamentos recetados contienen extractos de plantas o principios activos
obtenidos de plantas o Ingredientes activos sintetizados a partir del conocimiento
botanico. Estos compuestos que se encuentran en las plantas con propiedades
terapéuticas pueden estar indirecta o directamente relacionados con el ADN,
dando lugar a mutaciones que deterioran la funcién celular y conducen a
trastornos de la salud. Las plantas tienen la capacidad de producir compuestos,
la mayoria de los cuales estan relacionados con fenoles, quinonas, taninos y
alcaloides. Los compuestos fendlicos y monoterpenoides contenidos en los
aceites esenciales funcionan al descomponer los lipidos en la membrana
plasmética de los organismos microscopicos, lo que facilita el flujo de electrones
y huevos contenidos celulares, y se pierden particulas y compuestos llevando a
la expiracion de los organismos microscoépicos, timol y carvacrol actian sobre las
membranas celulares provocando inestabilidad y aumento de la permeabilidad
(Inga'y Guerra, 2000; Mora, 2009).
2.2.6. Ensayo de exposicién directa del DNA gendémico humano a
extractos vegetales
(Miranda, 2017), Se desarrollé un procedimiento para determinar la influencia
genotodxica in vitro de matas terapéuticas y/o productos de fitoterapia sobre el
DNA gendmico. ¢ Esto sugiere que es necesario saber exactamente cual 6rgano
de la mata? para la elaboraciébn de medicinas hogarefios y obtencién de
extractos de los mismos, que pueden ser acuosos, hidroalcohdlicos o utilizados
con otro disolvente organico, si se estudia latex o Jugo, se sugiere obtenerlo
directamente de la planta.
El método incluye preparar soluciones de extractos de plantas medicinales de
multiples cantidades: 1, 2.5, 5, 10, 25, 50 y 100 mg/mL; en el caso del latex, se
prepararon disoluciones a cantidades de 1 - 25 - 5 — 10 — 25 — 50 y 100%.
Asimismo, conseguir ADN gendémico del organismo estudiado (animal -
microbiano o humano) por extraccion orgénica o kits comerciales, asegurando
qgue el DNA obtenido esté intacto y no fragmentado, luego preparar a una
cantidad de 1.500 ng/200 pL stock en pL.
Para evaluar la genotoxicidad in vitro por dispersion del ADN, se preparé un
juego de 10 tubos de 500 pL (marcados del 1 al 10), el ADN de 14 pL de la
solucion madre se colocdé en los tubos del 1 al 7, luego 6 pL de cada

Concentracién de extracto o Se agreg6 latex a los tubos convenientes del 1 al 7;
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el tubo 8 se usé como “blanco”, depositando 14 uL de zumo 100% o latex 100%
més 6 pL de agua bidestilada; el tubo 9 se usé como “control”, colocar 14 ul de
DNA y 6 ul de agua bidestilada; coloque 14 yl de ADN mas 6 pl de extracto 100
% 0 100 % de latex, mas 6 ul de proteinasa K en un tubo n.° 10 como "descarte
de nucleasa". 1 hora a 37°C, hasta 4 horas si es necesario. Con la excepcion del
marcador de tamafio molecular (50 pb), los productos de ensayo en cada tubo
fueron sometidos a electroforesis en un gel de agarosa con bromuro de etidio al
1% a 40 voltios durante 3 horas y luego se visualizaron con iluminacion
hiperluminica. Registros morados y fotografiados. Estos registros fotogréaficos
muestran la acciébn genotoxica de la desintegracibon del ADN a siete
concentraciones diferentes probadas, "blanco” para comprobar que no hay ADN
que contamine el extracto o latex, "control* para cotejar la suma de DNA no
tratado, en relacién con la 7 tubos que recogieron el tratamiento; y "tratamiento
con nucleasas" para confirmar este efecto por el accionar de metabolitos
secundarios, no por la accién de las nucleasas, ya que se destruiran por las
proteasas durante el periodo de incubacion. El efecto de K se destruye. Los
niveles de fragmentacién se comparan en porcentajes segun la categorizacion
de la “prueba del cometa” propuesta por Speit (1995) y Collins (2004), dando
como resultado una calificacibn numérica de cinco niveles: 0, 1, 2, 3y 4. Se
determin6é que el método era eficaz y eficiente para evaluar el dafio del ADN y
determinar la genotoxicidad en plantas medicinales debido a la fragmentacion
del ADN.
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. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de ejecucion

Fue desarrollada en Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga, entre
febrero a octubre de 2017 en la ciudad de Ayacucho. El tamizaje fitoquimico de
Minthostachys mollis Griseb “mufa”, se desarroll6 en laboratorio de
Farmacognosia, Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica, Facultad de
Ciencias de la Salud. La identificacion taxondémica fue efectuada por la Biéloga
Laura Aucasime (Anexo 1); y la obtencion del DNA del gen humano, los estudios
de genotoxicidad, se realizaron en el (C.I.B.M.B) de la FCB.

3.2. Definicion de la poblacién y muestra

3.2.1. Poblacion

Minthostachys mollis Griseb “mufia”, que crecen en el Centro poblado de 24 de
Junio, distrito de Huamanguilla, provincia de Huanta, region de Ayacucho.

3.2.2. Muestra

Constituida por 4 kg de las hojas y tallos de Minthostachys mollis G. “mufa”.
3.2.3. Muestreo

El muestreo usado en la investigacion fue de tipo no probabilistico, dirigido o
intencional, en el que la seleccién de los elementos de la muestra no es al azar
sino segun la conveniencia del investigador o de las caracteristicas propias de la
investigacion. (Lock, 1994).

a) Criterios deinclusién

Plantas de Minthostachys mollis Griseb “mufia”, frescas y en buen estado.

b) Criterios de exclusion

Plantas de Minthostachys mollis Griseb “mufia”, secos y en malas condiciones.
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3.2.4. Lugar de muestreo
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Figura 3. Mapa de ubicacién del distrito de Huamanguilla, lugar del muestreo.

Fuente: Elaboracion propia

3.3. Unidad experimental

DNA gendmico humano a una concentracién de 1500 ng/uL por cada ensayo.
3.4. Procedimiento

3.4.1. Recoleccion de la muestra

La “mufa” tomada para prueba, posteriormente se transportaron al laboratorio de
Biologia Molecular de la FCB de la UNSCH, para el secado conveniente a
temperatura ambiente, apartando las muestras que presenten sefiales de
alteracion.

La identificacién taxon6mica se ejecut6 por la Blga. Laura Aucasime Medina en
el Laboratorio de Botanica de la FCB. (Anexo 1)

3.4.2. Obtencién de polvo de mufia

Secado. Como primer paso, las muestras fueron lavadas con agua a presién con
la finalidad de eliminar los restos de tierra, con el objetivo de conservarlos y que
tengan un buen secado, fueron dejados bajo sombra y a temperatura ambiente
teniendo como base el papel kraft que fueron cambiadas en varias ocasiones y
volteadas las muestras para evitar la humedad y posterior deterioro de las

muestras obteniendo un secado. (Anexo 3)
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Molienda.- Las muestras secas de “mufia” se molieron en un mortero de
porcelana previamente esterilizada hasta lograr un polvo fino y para conseguir el
extracto, fue con muestras en estado fresco. (Anexo 4 y 5).
3.4.3. Obtencidn del extracto hidroalcohdlico y zumo
Se prepara del extracto hidroalcohdlico con un kg de hojas y tallos de
Minthostachys mollis G. “mufia”, seco y en buen estado, molido en mortero de
porcelana preesterilizado en autoclave para reducir a una masa uniforme.
Las muestras pulverizadas de hojas y tallos, respectivamente, fueron procesadas
independientemente con el siguiente protocolo: fueron pesados 100 gr de la
muestra molida y se vacio en un envase de vidrio color &mbar, se agregd 1 L de
solvente etanol: agua (3:1) que fue producto de combinar 750 mL de etanol de
96° con 250 mL de agua destilada estéril; Cubrir muestras con mas de 1 cm de
diferencia. Durante los 5 dias de inmersién, agite la botella durante 15 min 2
veces diarias para distribuir el solvente uniformemente en la muestra y almacene
la botella de inmersién en un sitio fresco y oscuro. Posteriormente se filtré con la
ayuda de papel, luego se transfiri6 a un evaporador rotatorio BUCHI-3000 con
una presion que fue reducida y por ultimo se estableci6 la sequedad en un horno
MEMERT a 37°C. Partiendo de este extracto se realizaron ensayos cualitativos
fitoquimicos y se prepararon diferentes concentraciones para pruebas
preliminares de efectos de degradacion.
Para obtener el jugo, utilizar 200 gramos de mufa fresca y en buen estado,
triturar en un mortero de porcelana esterilizado con anterioridad en autoclave,
luego filtrar en gasa estéril, luego aplicar cierta presién en papel filtro estéril, para
obtener filtrados de calidad, ensayos fitoquimicos y preparacion de varias
concentraciones antes de las pruebas de degradacién del ADN. (Anexo 6y 7).
3.4.4. Identificacion fitoquimica del extracto hidroalcohélico de hojas,
tallos y zumo de Minthostachys mollis G. “muia”
Fue realizada una marcha fitoquimica cualitativa a los extractos hidroalcohdlico y
zumo obtenido de la “mufa”, respectivamente, para identificar los diferentes
metabolitos secundarios presentes. (Anexo 8) La reaccion de identificacion se

llevé a cabo segun el método propuesto por Lock (Lock, 1994).
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Tabla 1. Caracteristicas generadas en los ensayos para la identificacion de los

metabolitos secundarios de plantas.

Metabolitos Ensayos: L
, ) Observacion
secundarios con reactivos
Dragendorff
. Mayer En toda reaccibn se observa una
Alcaloides ., -
Hager formacion de precipitados.
Wagner

Presencia de precipitados con una
coloracion naranja a roja.
En la fase amilica se observa un color

Lactonas y/o cumarinas Baljet

Flavonoides Shinoda ) ) ) _
amarillo, naranja, carmelita o rojo.
i La etapa amoniacal se torna rojiza o
Quinonas Borntrager ) .
rosada si resulta positiva.
El ensayo se considera positivo si hay
Catequinas Catequinas una coloracién verde carmelita a luz
ultravioleta.
Si el ensayo es positivo, se observa
Saponinas Espuma una formacion de espuma en la
superficie.
, i Si es positivo, se forma un precipitado
Azlcares Reductoras Benedict : )
rojo ladrillo.
Taninos y/o fenoles Cloruro férrico Color verde intenso, azul o negro.
Aminas (aminoacidos) Ninhidrina Formacion de coloracion violeta.
Cardendlidos Kedde Formacion de coloracion violacea.

Fuente: Segun Lock.1994
3.5. Extraccion de DNA genémico humano a partir de muestra de sangre

Se solicité la donacion de una unidad de sangre para transfusion, con fecha

expirada (para no usar consentimiento informado de los donantes), al Banco de

Sangre del Hospital Regional de Ayacucho, para la conseguir del DNA de

glébulos blancos, se realiz6 mediante el protocolo modificado y descrito por

Miranda (2017). Los pasos se describen a continuacion tal como lo describe el

autor:

1. Transfiera 1 ml de sangre del tubo de centrifuga tapado y agregue 9 ml de
tampon Tris-HCL 50 mM (pH 7,7). Precalentar a 37°C.

2. “Se homogeneizé y se incubd a 37°C durante 30 minutos, luego se
centrifugd a 2500 rpm durante 10 minutos para sedimentar los linfocitos”.

3. "Aspirar el sobrenadante con una pipeta Pasteur, dejando una centrifuga de
1 ml (boton de celda) en el fondo del tubo”.

4. Repita los pasos 2 y 3 (esta vez con 7 ml de tampoén Tris-HCI 50 mM (pH

7,7), pasos 4 y 5) hasta completar una preparacion transparente.
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10.

11.

12.
13.

14.

15.

16.

17.

Agregar 1 mL de centrifuga, homogeneizar 9 mL de solucién salina (0,85%
NacCl) y centrifugar a 2500 rpm/10 min.

Aspire y deseche el sobrenadante hasta que solo quede el sedimento (botdn
celular), luego vuelva a suspender el sedimento en 0,5 ml de solucién HIGH
TE (50 mM Tris-HCI, pH 8,0; 100 mM EDTA). Vuelva a suspender el
sedimento y transfiéralo a un tubo de microcentrifuga de 2 ml.

Afiadir 0,5 ml de solucién de lisis (Tris-HCI 10 mM, pH 8,0; EDTA 40 mM;
SDS al 1%; NaCl 10 mM) precalentada a 50°C.

Afiadir 10 pL de solucion de proteinasa K (20mg/mL) e incubar a 53°C
durante 1,5 horas.

Agregar 1 mL de una solucion de fenol saturada con Tris: cloroformo:
isoamyl alcohol (24:1). Y homogeneizar suavemente por inversion durante
10 min.

Centrifugarlo en una microcentrifuga durante 10 minutos para separar las
fases. A continuacién, aspire la capa acuosa superior que contiene ADN y
transfiérala a un tubo de microcentrifuga de 2 mL.

Agregar 1 mL de solucion de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) a la fase
acuosa y homogeneizar por inversion por 5 min. Centrifugar a 14.000 rpm
durante 10 min en una microcentrifuga. Aspire la fase acuosa que contiene
ADN y transfiérala a un nuevo tubo de microcentrifuga de 2 mil.

Repita el paso 11 hasta obtener una etapa de agua completamente clara.

Se afiadi6 solucién de acetato de sodio 3 M, pH 5,2. La suma es igual a 1/10
del volumen del grado del agua.

Se afadié un volumen de isopropanol frio y se colocé en hielo durante la
noche. Centrifugar a 14.000 rpm durante 15 min en una microcentrifuga.
Retire con cuidado el sobrenadante y enjuague el precipitado con 1 mL de
etanol al 70%.

Girar en una microcentrifuga durante 10 min para eliminar el alcohol y
permitir que el sedimento se seque a temperatura ambiente.

Vuelva a suspender el sedimento en 400 pL de solucién de TE baja (Tris
HCI 50 mM, pH 8,0; EDTA 1 mM) y guardelo en el refrigerador.” (Miranda,
2017)

3.6. Valoracion del DNA extraido

3.6.1. Determinacién de la concentracion con espectrofotometro

Se realiz6 siguiendo el protocolo del equipo Eppendorf Bio Photometer ® plus:
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1. Homogeneice lentamente la muestra de ADN 10 veces con una micropipeta
de 100 pL.

2. Prepare un espectrofotbmetro UV de la marca Eppendorf Bio Photometer
plus, opcionalmente para la cuantificacion de ADN.

3. Para limpiar la superficie de la muestra del adaptador, coloque 2 pL de agua
bidestilada estéril y seque con papel, repitiendo 2 veces para una mejor
limpieza.

4. Nuevamente, coloque 2 uL de agua bidestilada estéril en la superficie del
adaptador, coloque una tapa de 0,2 mm de 50 Lp, calibre con la opcion
BLANK y obtenga "absorbancia cero" (0,000 A°).

5. Seque el agua con la seda, luego coléquela en 2 pL de la muestra de ADN,
cierre la tapa, presione la opcion MUESTRA y vea los resultados de
cuantificacion y pureza del ADN en la pantalla del dispositivo; luego seque la
muestra con la seda.

Los pasos 4 y 5 se realizan 2 veces para cuantificar cada muestra de ADN.
Una vez completada la cuantificacion del ADN, precipitar con 2 uL de agua
bidestilada estéril, secar y apagar el dispositivo.

3.6.2. Evaluacion de la calidad del DNA extraido por electroforesis

En cuanto a la integridad del ADN obtenido, la calidad se visualiza por

electroforesis, realice los siguientes pasos:

a) Se preparan los volimenes de carga para la electroforesis en gel de
agarosa al 1 % a partir de muestras de ADN de acuerdo con la siguiente
tabla.

Tabla 2. Preparacion de carga de DNA para visualizacion de banda en electroforesis.

Ayacucho, 2017.

N° de carril en gel DNA stock Buffer Loading Volumen de Volumen final de

de agarosa (uL) 6X (uL) agua PCR (pL) carga (uL)
1 7 1 2 10

b) El contenido de la mezcla se carga en cada pozo de un gel de agarosa al
1% en sus respectivos carriles.

c) A continuacion, la camara de electroforesis se conecté a una fuente de
alimentacion y se hizo funcionar a 40 voltios durante 1 hora.

d) Fue sumergido el gel de agarosa en un recipiente con bromuro de etidio al
1% por diez min, luego fueron realizados dos enjuagues suaves con agua
corriente, consecutivamente se vio por radiacion en UV en el sistema de

registrador de imagenes marca Biometra UV solo TS.
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3.7. Ensayo de degradacion de DNA in vitro

Fue desarrollado con los protocolos detallados en Miranda (2017), con estas

etapas:

3.7.1. Fase de cuantificacion y preparacién de stock de DNA gendmico
obtenido para el ensayo

El DNA del gen humano se ponder6 en un espectrofotbmetro UV marca

Eppendorf BioPhotometer plus, luego en cada ensayo de degradacion in vitro se

prepararon extractos o savia de la planta medicinal en estudio a una cantidad de

1,500 ng/pL y un volumen final de 200 uL de solucién de reserva.

3.7.2. Fase de ensayo de degradacion in vitro del DNA gendémico
humano frente al extracto hidroalcohdlico y zumo de
Minthostachys mollis Griseb “muia”, respectivamente

Se preparé en primer lugar las soluciones de los extractos hidroalcohdlico de

Minthostachys mollis Griseb “mufia”, a cantidades de 5 — 10 — 25 - 50 y 100

mg/mL, posteriormente en cantidades de 200 — 300 - 400 y 500 mg/mL,

correspondientemente. Con el extracto de “mufa” se elaboraron soluciones a

cantidades de 5 — 10 — 25 - 50 y 100 %, con agua bidestilada estéril. Asi mismo,

se uso como “blanco” o “testigo” el extracto hidroalcohdlico de 100 mg/mL y de

500 mg/mL; mientras que, con el zumo se usé como “blanco” o “testigo” el de

100 %. Como “control” 20 pyl de DNA gendmico humano.

Ademas, se elabordé un tubo con 14 ul de DNA mas 6 pl del extracto con la

mayor cantidad mas 3 pl de la enzima proteinasa K.

Para mejor disposicion, las mezclas de los ensayos de degradacion in vitro de

DNA del gen humano, se prepararon:

Tabla 3. Preparacion de las mezclas para ensayo de degradacion in vitro del DNA

genémico humano frente a mdltiples cantidades del extracto hidroalcohdlico de

Minthostachys mollis Griseb “mufa” (primer grupo), Ayacucho 2017.

Condiciones Mezclas para ensayo degradativo in vitro
o 6 7 8

N° de tubo Eppendorf 1 2 3 4 5 B C  CIPK

Stock de DNA (1 500 ng/uL) Volumen 14 14 14 14 14 - 20 14

en pL

Extracto Concentracion

hidroalcohdlico de (mg/mL) S 1025 50 100 100 - 100

Pola~s y tallos de Volumen 6 6 6 6 6 20 - 6
muna (uL)

Proteinasa K - - - - - - - 3

Volumen total (uL ) 20 20 20 20 20 20 20 23

Incubacién en bafio Maria a 37 °C x 1 hora
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Tabla 4. Preparacion de las mezclas para ensayo de degradacion in vitro del DNA
gendmico de humano frente a mudltiples cantidades del extracto hidroalcohdlico de

Minthostachys mollis Griseb “mufa” (segundo grupo), Ayacucho 2017.

Condiciones Mezclas para ensayo degradativo in vitro
5 6 7
B C C/PK

N° de tubo Eppendorf 1 2 3 4
Stock de DNA (1 500 ng/uL)

14 14 14 14 - 20 14
Volumen en L
Extracto Concentracion

. . 200 300 400 500 500 - 500

hidroalcohdlico (mg/mL)
de “hOJa? y tallos Volumen 6 6 6 6 20 i 6
de “muna (uL)
Proteinasa K - - - - - - 3
Volumen total (uL ) 20 20 20 20 20 20 23

Incubacién en bafio Maria a 37 °C x 1 hora

Tabla 5. Preparacion de las mezclas para ensayo de degradacién in vitro de DNA
gendmico de humano frente a diferentes cantidades de zumo de hojas y tallos de
Minthostachys mollis Griseb “mufia”, Ayacucho 2017.

Condiciones Mezclas para ensayo degradativo in vitro

6 7 8
B C C/PK

N° de tubo 1 2 3 4 5

Stock de DNA (1 500 ng/uL)

14 14 14 14 14 - 20 14
Volumen en pL
Zumo de Concentracién (%) 5 10 25 50 100 100 - 100
“mufa” Volumen (uL) 6 6 6 6 6 20 - 6
Proteinasa K - - - - - - - 3
Volumen total (uL ) 20 20 20 20 20 20 20 23

Incubacién en bafio Maria a 37 °C x 1 hora
Se realizaron cuatro repeticiones para cada ensayo de degradacién in vitro de

las plantas medicinales estudiadas, incluidos extractos hidroalcohdlicos y jugos
de frutas.

3.7.3. Fase de electroforesis parala deteccidén de genotoxicidad

Prepare un gel de agarosa al 1% y coléquelo en una camara de electroforesis
Biometra. Para cargar volumenes en pocillos de gel de agarosa, utilice los

voliumenes descritos:
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Tabla 6. Preparacion de soluciones para el volumen de carga en los pocillos del gel de
agarosa con soluciones de digestion de DNA gendémico humano (primer grupo) con el
extracto hidroalcohdlico de “mufia”, para el ensayo de degradacion in vitro. Ayacucho

2017.

Condiciones Volumenes de carga para ensayo degradativo in vitro

N° de carril del gel 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Concentraciéon Marcador 100 C/

5 10 25 50 100

Muestra  (mg/mL) molecular 1kb B C PK
Volumen (uL) 5 8 8 8 8 8 8

Loading (uL) 2 2 2 2 2 2 2

Volumen total (L) 7 10 10 10 10 10 10 10 10

Inmediatamente se colocé la cAmara de electroforesis a la fuente de poder y se
proyecto el corrido a 40 voltios (V) durante 150 minutos.

Tabla 7. Preparar el volumen de carga de la solucién en pocillos de gel de agarosa con
solucién de digestion de DNA del gen humano (segundo grupo) con el extracto

hidroalcohdlico de “mufia”, para el ensayo de degradacién in vitro. Ayacucho 2017.

Condiciones Volimenes de carga para ensayo degradativo in vitro

N° de carril del gel 1 4 5 6 7 8 9 10
Concentracion 500 C/

Marc. Mol. 1kb 200 300 400 500 C

Muestra (mg/mL) B PK
Volumen (uL) 5 8 8 8 8 8 8 8

Loading (uL) 2 2 2 2 2 2

Volumen total (L) 7 10 10 10 10 10 10 10

A continuacion, la camara de electroforesis se montdé en una fuente de
alimentacién y se programo para funcionar a 40 voltios (V) durante 150 min.

Tabla 8. Preparacion de soluciones para el volumen de carga en los pocillos del gel de
agarosa con soluciones de digestion de DNA del gen humano con el zumo de “mufia”,

para el ensayo de degradacion in vitro. Ayacucho 2017.

Condiciones Volumenes de carga para ensayo degradativo in vitro
N° de carril del gel 1 2 3 4 5 6 7 8 9
s concentracion Marcador 5 10 25 50 100 100 C C/
2 (%) molecular 1kb B PK
S
=  Volumen (uL) 5 8 8 8 8 8 8 8 8
" Loading (pL) 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Volumen total (uL) 7 10 10 10 10 10 10 10 10

A continuacién, la camara de electroforesis se monté en una fuente de
alimentacién y se programé para funcionar a 40 voltios (V) durante 150 min..
(Anexo 11y 12)
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3.7.4. Fase de lectura por radiaciéon UV

Después del tiempo de ejecucion de la electroforesis, el gel de agarosa debe

sumergirse en una solucion de bromuro de etidio al 1% durante

aproximadamente 15 minutos, enjuagarse dos veces con agua destilada y

observarse la genotoxicidad de las bandas y/o fragmentos de ADN resultantes.

Exponga el gel de agarosa a la luz ultravioleta en el sistema de imagenes

Biometra UVsolo TS.

Ademas, las fotos se tomaron en un transiluminador UV de la marca Ultra Lum

utilizando una camara digital Canon 20x 12,1 megapixeles full HD. En ambos

casos, cada banda de ADN frente a diferentes concentraciones de extracto de
planta o savia se observo en los carriles de gel, en comparacion con las bandas
en los carriles 'control' y 'blanco'.

3.7.5. Fase de interpretacion visual y clasificacion de la degradacion in
vitro del DNA en términos de fragmentacion frente al extracto o
jugo de la planta, plasmado en el registro fotogréafico

Los niveles de fragmentacion del ADN como productos de degradacién in vitro

de los derivados de plantas medicinales investigados se visualizaron en los

registros fotograficos, y se probaron en una escala numérica segun la
clasificacién de “cometas” de Speit (1995) y Collins (2004) presentada en el
articulo de Ménica Marisol Larrea Poma.

Tabla 9. Clasificacion visual de la degradacion in vitro del DNA, en términos de niveles

de su fragmentacién (valores numéricos), observados en registro fotografico.

Clase: Valor numérico Genotoxicidad
0 Fragmentacién de DNA < 5%
1 i de DNA entre: 5-20%
2 ? de DNA entre: 20 - 40%
3 ? de DNA entre: 40 - 95%
4 " de DNA >95%

Fuente: Larrea Poma M, 2007

3.8. Tipo

El estudio que realizamos corresponde al tipo de experimento, ya que este
estudio cumple dos requisitos para conseguir la validez de control y la validez
interna: a) comparacion de grupos (se manipulan las variables independientes),
b) equivalencia de grupos.

3.9. Disefio

El estudio realizado fue un disefio post-test y solo control, que consté de dos

grupos: un grupo recibio el tratamiento experimental y el otro grupo no (grupo
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control). Es decir, la variable independiente es manipulada solo en dos niveles:
presencia y ausencia. Una vez finalizado el procedimiento, ambos grupos
midieron la variable dependiente.

Tabla 10. Disefio de investigacion con pos prueba Unicamente y grupo de control.

Grupo Tiempo de incubacion Tratamiento Observacién
Control 01
Blanco 02
5 mg/ mL 03
10 mg/ mL 04
25 mg/ mL 05
50 mg/mL 06

G 1 Hora 100 mg/ mL o7
200 mg/ mL o8
300 mg/ mL 09
400 mg/ mL 010
500 mg/ mL 011
PK 012
Control 013
Blanco 014
5% 015

G, 1 Hora 10% 016
25% 017
50% 018
100% 019

Se realiz6 por cada ensayo cuatro repeticiones.

3.10. Analisis de datos estadisticos

La informacion conseguida fue agrupada y demostrados en forma tabular para
interpretar mejor los registros fotogréaficos y las representaciones numéricas de
los hallazgos. Los valores que expresan la degradacion del ADN in vitro se
evaluaron mediante el paquete de software estadistico SPSS version 23,
utilizando la prueba de Kruskal-Wallis para muestras no paramétricas. Un valor
de p<0,05 se considerd un nivel estadistico significativo.

Para lo cual se planteé esta hipotesis:

Ho = Sin efecto degradativo.

H; = Con efecto degradativo.
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IV. RESULTADOS
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Tabla 11. Tamizaje fitoquimico para la identificacion de metabolitos secundarios

presentes en el extracto hidroalcohdlico de hojas y tallos de Minthostachys mollis G.

“mufia”. Ayacucho, 2017.

Metabolitos Resultados i
. Ensayos : Observaciones
secundarios Hojas Tallos
Dragendorff ++ + Precipitado naranja
Alcaloides Mayer +++ - Precipitado blanco
Wagner ++ + Precipitado naranja
Cumarinas y/o . ]
Borntrager ++ ++ Coloracién naranja
lactonas
Compuestos . Precipitado azul negruzco
N Cloruro férrico  ++++ ++++ )
fenolicos intenso
Flavonoides Shinoda ++++ + Coloracién naranja
Saponinas Espuma - + Espuma
Azlcares ) o ) )
Benedict - + Precipitado rojo ladrillo
reductores
Catequinas Catequinas ++++ ++ Fluorescencia verde azulada
Triterpenos y/o »
) Lieberman ++ + Coloracion azul
esteroides
. No present6 cloracion rojo
Cardenolidos kedde - -

violeta
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Tabla 12. Tamizaje fitoquimico para la identificacion de metabolitos secundarios

presentes en el zumo de hojas y tallos de Minthostachys mollis G. “mufa”. Ayacucho,

2017.
Metabolitos Resultados i
i Ensayos Observaciones
secundarios Zumo
Dragendorff ++ Precipitado naranja
Alcaloides Mayer +++ Precipitado blanco
Wagner ++ Precipitadonaranja
Cumarinas y/o i o
Borntrager - No presenté coloracion roja
lactonas
Compuestos o o )
o Cloruro férrico  ++++ Precipitado azul negruzco intenso
fenolicos
Flavonoides Shinoda +++ Coloracién naranja
Saponinas Espuma ++ Espuma
Azlcares ) i o ) )
Benedict - No presento precipitado rojo ladrillo
reductores
Catequinas Catequinas ++ Fluorescencia verde azulada
Triterpenos y/o ) »
) Lieberman +++ Coloracion azul
esteroides
Cardenolidos kedde + Coloracion rojo violeta
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Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa al 1% del DNA del gen humano, corrida a 30V

durante 60 min. Carriles (1-7).
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Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de DNA del gen humano versus
extracto hidroalcohdlico de hojas de mufa. Funciona a 40 V x 150 minutos. Carril (M),
marcador de volumen molecular de 1 kb; carriles (1-5), extractos hidroalcohdlicos de
mufia en cantidades de 100 — 50 — 25 - 10 y 5 mg/mL; carril (6), control puro extracto
hidroalcohdlico de mufia (100 mg / mL); carril (7), control de DNA gendmico humano;

carril (8), ADN genomico humano + extracto hidroalcohdlico puro (100 mg/mL) +
proteinasa K.
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Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de DNA del gen humano versus
extracto hidroalcohdlico de hojas de mufa. Funciona a 40 V x 150 minutos. Carril (M),
marcador de volumen molecular de 1 kb; carriles (1-4), extracto hidroalcohdlico de mufia
en cantidades de 200 — 300 - 400 y 500 mg/mL; carril (5), extracto hidroalcohdlico puro
de mufia control (500 mg/ mL); carril (6), control de DNA gendmico humano; carril (7),

ADN gendmico humano + extracto hidroalcoholico puro (500 mg/mL) + proteinasa K.
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Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de DNA del gen humano en
comparacion con extractos hidroalcohdlicos de tallos de mufia. Funciona a 40 V x 150
minutos. Carril (M), marcador de volumen molecular de 1 kb; carriles (1-5), extractos
hidroalcohdlicos de mufia en cantidades de 5 — 10 — 25 - 50 y 100 mg/mL; carril (6),
control puro extracto hidroalcohdlico de mufa (100 mg/ mL); carril (7), control de ADN
gendémico humano; carril (8), ADN gendmico humano + extracto hidroalcohélico puro

(100 mg/mL) + proteinasa K.
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Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de DNA del gen humano en
comparacion con extractos hidroalcohdlicos de tallos de mufia. Funciona a 40 V x 150
minutos. Carril (M), marcador de volumen molecular de 1 kb; carriles (1-4), extracto
hidroalcohdlico de mufia a concentra en cantidades de 200 — 300 - 400 y 500 mg/mL;
carril (5), extracto hidroalcohdlico puro de mufia de control (500 mg/ mL); carril (6),
control de DNA gendmico humano; carril (7), DNA gendmico humano + extracto

hidroalcohdlico puro (500 mg/mL) + proteinasa K.
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Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de DNA del gen humano contra jugo de
hoja y tallo de mufa. Correr a 40 V x 150 min Carril (M), marcador de dimensién de 1 kb,
carriles (1-5), jugo de mufia al 5 — 10 — 25 - 50 y 100% de concentracion, carril (6), jugo
de mufia puro de control (100 %); carril (7), control de DNA gendémico humano; carril (8),

ADN gendmico humano + jugo puro (100%) + proteinasa K.
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Tabla 13. Valor de cuatro ensayos de degradacion in vitro de DNA genémico humano en

extractos hidroalcohdlicos de hojas de Minthostachys mollis G. "mufia" en cantidades de
5, 10, 25, 50, 100, 200, 300, expresados en fragmentos, 400 con 500 mg/ ml, 37°C por 1

hora. (CIBMB-UNSCH). Ayacucho 2017.

Condiciones de la
incubacion

Minthostachys mollis Griseb “muna”

Extracto hidroalcohélico de hojas

Concentracién en mg/mL.
5 10 25

Temperatura  Tiempo
37°C 1h

o O O o

1
1
1
1

50

1
1
1
1

100

2
2
2
2

200

w W w w

300

w W w w

400

3
3
3
3

500

L

39



Tabla 14. Valores de cuatro ensayos de degradacion in vitro de ADN genémico humano
en extractos hidroalcoholicos de tallos de Minthastachys mollis G. "mufia" en cantidades
de 5-10 - 25 - 50 — 100 — 200 — 300 - 400 y 500 mg/mL, una hora de incubacién a
37°C. CIBMB-UNSCH. Ayacucho 2017.

Condiciones de la Minthostachys mollis Griseb “muna”

incubacion Extracto hidroalcohdlico de tallos

Concentracién en mg/mL.

5 10 25 50 100 200 300 400 500
Temperatura  Tiempo
37°C 1h

o O O o
o O O o

1
1
1
1

o O O o
N N NN
w W w w
w W W w
A A b~ b
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Tabla 15. Valores para cuatro ensayos de degradacion in vitro de ADN gendmico

humano, expresado como fragmentos, en savia de hojas y tallos de Minthhostachys

mollis G. "mufia” a concentraciones de 5 — 10 — 25 — 50 - 100%, incubados a 37°C
mantener por 1h. CIBMB-UNSCH. Ayacucho 2017.

Condiciones de la
incubacion

Zumo de hojas y tallos frescos

Minthostachys mollis Griseb “muia”

Concentracién en %

5

Temperatura  Tiempo
37°C 1h

w b A~ W

10

E R N

E R N

A M b b

100

L
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Figura 10. Degradacién in vitro del ADN gendmico humano (expresado como
fragmentacion) en extractos hidroalcohdlicos de hojas de Minthostachys mollis G. "mufia"
en cantidades de 5 — 10 — 25 — 50 — 100 — 200 — 300 - 400 y 500 mg/mL, incubar a 37°C
por 1h. Prueba de Kruskal-Wallis (H=32,86, GL=8, P=0.000); CIBMB-UNSCH. Ayacucho
2017.
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Figura 11. Grado de degradacion in vitro del DNA del gen humano, expresado en su
fragmentacion, frente al extracto hidroalcohdlico de tallos de Minthostachys mollis G.
“‘mufa” en cantidades de 5 — 10 — 25 — 50 — 100 — 200 — 300 - 400 y 500 mg/mL,
incubados a 37°C por 1h. Prueba de Kruskal-Wallis (H=31,42, GL=8, P=0.000); CIBMB-
UNSCH. Ayacucho 2017.
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Niveles de fragmentacién del ADN
28]

5 10 25 50 100

Concentraciénen %

Figura 12. En savia de hojas y tallos de Minthostachys mollis G. "mufia" incubada a 37°C
por 5, 10, 25, 50, 100% en concentraciones de 5, 10, 25, 50, 100%, en fragmentos
Grado de in vitro degradacion del DNA del gen humano indicado durante 1 hora. Prueba
de Kruskal-Wallis (H=2,29, GL=4, P=0.683); CIBMB-UNSCH. Ayacucho 2017.
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V. DISCUSION

Los datos obtenidos permiten descifrar los resultados, obteniendo como objetivo
demostrar el efecto degradativo “in vitro” del DNA gendmico humano por accién
de los extractos hidroalcohélico y el zumo de Minthostachys mollis Griseb
“‘mufia’.

En principio se realizé el tamizaje fitoquimico con la finalidad de identificar los
metabolitos secundarios existentes en extractos hidroalcohdlico de
Minthostachys mollis Griseb “mufa”, que se exponen en la tabla 11 resaltando
entre ellos, en concentraciones abundantes (++++) compuestos fendlicos en
hojas y tallos, flavonoides y catequinas solo en hojas; en poca concentracion
(++) cumarinas y/o lactonas, triterpenos y/o esteroides en hojas y tallos, mientras
gue los alcaloides se presentan mas en hojas que en tallos.

De igual manera, la tabla 12, muestra el producto del tamizaje fitoquimico del
zumo de hojas y tallos de Minthostachys mollis Griseb “mufia”, prevaleciendo
entre ellos en concentraciones abundantes (++++) compuestos fendlicos;
alcaloides, flavonoide y triterpenos y/o esteroides en regular concentracion
(+++); catequinas y saponinas en poca concentracion (++); trazas (+) de
cardendlidos; ausencia (-) de azlcares reductores y cumarinas y/o lactonas.
Estos resultados revelan que el extracto hidroalcohdlico de las hojas y del jugo
de “muia” muestran similar presencia y concentraciones de metabolitos
secundarios, destacando los compuestos fendlicos, flavonoides, triterpenos y/o
esteroides y alcaloides; mientras que, saponinas y cardenolidos solo en el zumo.
Por tanto, estos componentes, estarian relacionados directamente en las
actividades o propiedades medicinales.

Estudios de otros autores que confirman la presencia de estos metabolitos
secundarios en plantas medicinales, asi como estudios de Bravo et al. (2004),

identificaron flavonoides y su actividad antibacteriana contra cepas de
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Escherichia coli y Staphylococcus aureus. marca et al. (2018) informaron que se
encontraron concentraciones considerables de fenoles y/o taninos en el extracto
etandlico de bulbos de 'ajo’; en jugo: niveles bastante altos de fenoles y/o taninos
y saponinas, mientras que mostraron pequefas cantidades de emodinolida.
Asimismo, Ayala (2013) report6 la presencia de estos metabolitos secundarios,
grandes cantidades de fenoles y/o taninos-alcaloides-flavonoides-quinonas, y
cantidades convencionales de lactonas y/o cumarinas encontradas en “retama”;
encontradas ricas en flavonoides-alcaloides. -quinona-fenoles y/o taninos y
lactonas y/o cumarinas, alcaloides de eucalipto-flavonoides-fenoles y/o taninos
también se encontraron en tala a niveles normales de quinonas y lactonas y/o
cumarinas.

Garcia et al. (2018) reportaron que los metabolitos secundarios identificados en
el jugo de flor de frambuesa (L) Lager “floripondio” fueron: alcaloides, saponinas,
azucares reductores, gran cantidad de aminas, pequefias cantidades de lactonas
y/lo odorantes Legumbres, flavonoides, taninos y fenoles; en extractos
hidroalcohélicos de hojas se identificaron alcaloides, flavonoides, catequinas,
taninos y fenoles, asi como abundantes aminas; cantidades moderadas de
azUcares reductores.

La figura 4, corresponde a la electroforesis en gel de agarosa al 1%, mostrando
la presencia del DNA del gen humano obtenidos de muestra de sangre, los siete
carriles revelan la presencia de abundante DNA por su refringencia, una sola
banda, sin fragmentacion ni barrido, es decir integro, que constituyen
condiciones fundamentales del DNA para los ensayos de degradacion in vitro,
ademas de mostrar el cuidado realizado en el proceso de extraccion.

La figura 5 muestra los resultados del analisis de degradacién de ADN in vitro de
genes humanos (1500 ng/uL) en extractos hidroalcohdlicos de hojas de menta
piperita a concentraciones de 100, 50, 25, 10 y 5 mg/mL. , incubar a 37°C
durante 1 hora. El carril M es un marcador de tamafio molecular bajo la marca
NEW ENGLAND BiolLabs, 1 kb Plus DNA Ladder; los carriles 1 a 5 son el
tratamiento de ADN genético humano con las cantidades correspondientes de
extracto hidroalcohdlico; se estima que en los carriles 1, 2 y 3, el tamafio de las
bandas de ADN se reduce en comparacion con las bandas en el carril 7, que es
el ADN gendmico humano "control" sin tratamiento de extracto; las bandas en el
carril 1 muestran el nimero de bandas de ADN en relaciébn con el "control"

"significativamente reducido, Degradacién por extracto de 100 mg/mL; el carril 6
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se refiere a un "control" o "blanco", es decir, el extracto hidroalcohdlico de
"muia” sale a 100 mg/mL, donde no se ve la fuente de "mufia" la presencia de
ADN . Las bandas en la calle 8 corresponden a corridas electroforéticas de ADN
gendmico humano (1.500 ng/uL) tratado con extracto hidroalcohdlico de hojas de
"mufia” (100 mg/mL) mas enzima proteinasa K, lo que indica que la intensidad
de la tincion es similar a “Tanto las bandas de ADN como las bandas de la calle
1 se redujeron con respecto al control”; reiterando que la degradacion del ADN
se debié a la accion de los metabolitos secundarios presentes en el extracto
hidroalcohdlico, mas que a las nucleasas de la muestra de “mufa”, ya que se
digieren por proteinasa K, que se incuba a 37°C durante una hora.

La Figura 6 muestra los resultados de un ensayo de degradacion in vitro de ADN
genémico humano (1500 ng/uL) para 200 — 300 — 400 y 500 mg/mL de un
extracto hidroalcohdlico de hojas de menta. Bafio Maria a 37°C durante 1h. La
calle M se refiere al marcador de tamafo molecular de 1 kb, las calles 1 a 4 son
los resultados del tratamiento con extractos hidroalcohdlicos. Los carriles 1, 2y 3
tratados con 200, 300 y 400 mg/mL, respectivamente, muestran bandas de ADN
gendmico humano que estan significativamente reducidas en comparacion con el
"control" en el carril 6; Degradacién por accion del extracto /mL; Carril 5, en una
corrida "control", un extracto hidroalcohélico de "mufia" de 500 mg/mL, en el cual
no se observd presencia de ADN de la planta en estudio; Carril 6, es ADN
gendémico humano sin tratar, que se utilizé6 como "control" para comparar con el
ADN de cada tratamiento de varios extractos hidroalcohdlicos. El carril 7
involucra una carrera electroforética de ADN de un gen humano (1500 ng/uL)
tratado con 500 mg/mL de un extracto hidroalcohdlico de hojas de "mufa" y la
enzima proteinasa K, indicando la intensidad del color en comparacion con el
"control". 2, las bandas de ADN se han reducido en los carriles 3 o 4, lo que
confirma que la degradacion del ADN se debe a los metabolitos secundarios
presentes en el extracto hidroalcohdlico y no a las nucleasas de Minthostachys
mollis Griseb "mufia” debido a la proteinasa K. Estas enzimas se encuentran
digeridas a continuacién. Incubar a 37°C durante una hora.

La Figura 7 muestra los resultados del analisis de degradacioén in vitro del ADN
genomico humano (1500 ng/pL) de extractos hidroalcohodlicos de tallos de
Minthostachys mollis Griseb “mufia” a 5, 10, 25, 50 y 100 mg/mL, incubados a
37°C por 1 hora El carril M se refiere al marcador de tamafio molecular de la
marca NEW ENGLAND BioLabs, 1 kb Plus DNA Ladder; los carriles 1 a 5 son el
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tratamiento del ADN genético humano con las cantidades correspondientes de
extracto hidroalcohdlico; calculado, en los carriles 1, 2, 3 e In 4, no hay reduccién
en el tamafio de la banda de ADN en comparacion con la banda en el carril 7,
gue es ADN gendmico humano "control" sin tratar; la banda en el carril 5 muestra
un ligero aumento en la concentracion de ADN en comparacion con el "control”
disminuido debido a su degradacion por accién del extracto de 100 mg/mL, la
calle 6 es el extracto hidroalcohdlico "testigo” del tallo de la mufia a 100 mg/mL.
La banda en el carril 8 es del extracto hidroalcohdlico del tallo de "mufia” (100
mg/mL) mas el tratamiento con enzima proteinasa K del ADN genémico humano
(1500 ng/uL), lo que representa la intensidad del tono del ADN en bandas en
comparacion con el "control" Leve disminucién en comparacion con; degradacion
confirmada del ADN debido a la accion de metabolitos secundarios presentes en
el extracto hidroalcohélico en lugar de nucleasas de la muestra de "mufia”.

La Figura 8 muestra los resultados de un ensayo de degradacion in vitro de ADN
gendémico humano (1500 ng/uL) sobre extractos hidroalcohdlicos de tallos de
menta piperita a 200 - 300 - 400 y 500 mg/mL, incubar en bafio maria a 37°C
durante 1 hora. El carril M se refiere al marcador de volumen molecular de 1 kb,
los carriles 1 a 4 son los resultados del tratamiento con extractos
hidroalcohdlicos. Los carriles 1, 2 y 3 tratados con 200, 300 y 400 mg/mL,
respectivamente, muestran bandas de ADN gendémico humano que estan
significativamente reducidas en comparacién con el "control" en el carril 6;
Degradacion por accion del extracto /mL; carril 5, extracto hidroalcohdlico
"control" que involucra "mufa" corrido a 500 mg/mL, No se observé la presencia
de ADN de las plantas estudiadas, la calle 6 es el ADN del gen humano no
tratado, que es un "control" para comparar con cada ADN tratado con cantidades
variables de extracto hidroalcohdlico. La pista 7 corresponde a una corrida de
electroforesis de ADN de un gen humano (1500 ng/uL) tratado con 500 mg/mL
de extracto hidroalcohdlico de tallo de 'mufia’ y la enzima proteinasa K,
mostrando el tamafio de las bandas como 'control’, EI ADN se redujo, la
degradacion del ADN aprobada se debi6 a la accion de metabolitos secundarios
presentes en el extracto hidroalcohdlico méds que a la accion de nucleasas
posiblemente de la planta en estudio.

Los fotorregistros electroforéticos de la Figura 9 representan el ensayo de
degradacion in vitro del ADN gendémico humano en el jugo de hojas y tallos de
Minthhostachys mollis Griseb "muia" en cantidades de 5 - 10 - 25 - 50 y 100%,
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incubados a 37°C en 1 hora. El carril M es un marcador de tamafio molecular
bajo la marca NEW ENGLAND BiolLabs, 1 kb Plus DNA Ladder; los carriles 1 a 5
son carriles de ADN genémico humano tratado con las cantidades
correspondientes de jugo, y se observé que en todos estos carriles, debido a la
degradacion total que tienen, no mostraron bandas claras de ADN, pero
barrieron el efecto del jugo en comparacién con la banda de ADN no tratada en
el carril 7 como un "control" de 5, 10, 25, 50 y 100%; el carril 6 pertenecia a
Corrida "Control", jugo de "mufia" (100%), en la que también se observaron
escaneos de ADN de "mufia" triturada en un mortero. El carril 8 corresponde a
una corrida de electroforesis de ADN gendmico humano (1,500 ng/uL) tratado
con jugo de mufia 100% mas enzima proteinasa K, lo que indica que la
fragmentacion del ADN es completa, como en los carriles 1 a 5, comparelos con
el "control" ; Reiterar que la degradacién del ADN se debe a la accion de los
metabolitos secundarios presentes en el jugo y no a las nucleasas en las
muestras de mufia.

Los resultados presentados en las Figuras 5 y 6, también con un grado de
clasificacion visual de degradacion del ADN in vitro como referencia, se toman
como un numero asignado como grado de fragmentacion segun su nivel de
fragmentacion de la Ficha Técnica 9. EI ADN de genes humanos, como
resultado de pruebas de degradacién in vitro, segin la cantidad de extracto
hidroalcohdlico de hojas de mufia, se observa en la Tabla 13. Especifica 5y 10
mg/mL, con menor fragmentacion al 5% de ADN (valor = 0); 25 a 50 mg/mL,
entre 5y 20% (valor = 1); 100 mg/mL mL, entre 20 y 40% (valor = 2); use 200,
300 y 400 mg/mL, entre 40 y 95% (valor = 3) y use 500 mg/mL, fragmento mayor
al 95% ADN de genes humanos procesados (valor = 4 ). Asimismo, los
resultados de las Figuras 7 y 8 para el tratamiento con extracto hidroalcohdlico
de tallo de mufia se dan valores numéricos en la Tabla 14, nétese que con 5, 10,
25 y 50 mg/mL la fragmentacién fue menor al 5% del ADN (valor = 0); 100
mg/mL, entre 5% y 20% (valor = 1); 200 mg/mL, entre 20 y 40% (valor = 2);
usando 300 y 400 mg/mL, 40 a 95 % (valor = 3) y usando 500 mg/mL, fragmento
més del 95% del ADN del gen humano tratado (valor = 4). Nuevamente, los
resultados del ensayo de degradacion in vitro, visualizados en la Figura 9, fueron
tomados como valores numéricos de los valores de fragmentacion del ADN para
genes humanos debido a la accion del jugo de la hoja y el tallo de la mufa.

diferente densidad. , consulte la Tabla 15; indica que la fragmentacién del ADN
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del gen humano tratado fue superior al 95 % (valor = 4) en todos los jugos al 5,
10, 25, 50 y 100 %.

Tomar los valores encargados en la Tabla 13 y realizar un estudio estadistico
mediante la prueba de Kruskal-Wallis para comparar el grado de fragmentacion
del ADN de genes humanos en los tratamientos, expresado en (%) con la
cantidad de extracto hidroalcohdlico de hoja Minthostachys mollis Griseb” mufa”
en (mg/mL), como se muestra en la Figura 10. El porcentaje de fragmentacién
del ADN gendmico humano, que revela el grado de degradacion, se formulé con
la hipétesis nula (Ho) de que las medianas son iguales y la hipotesis alternativa
(H1) de que al menos una mediana difiere. Los resultados muestran que para H
= 32.86 y GL = 8, P-valor = 0.000, por lo tanto, se rechaz6 Ho y se acepté H1
porque P fue menor a 0.05. Asi, el grado de fragmentaciéon del ADN del gen
humano tratado se debe a la cantidad de extracto hidroalcohélico de las hojas de
Minthostachys mollis Griseb "mufia". Asimismo, los valores de la Tabla 14 para
el tratamiento con el extracto hidroalcohdlico de tallos de mufia se muestran en
la Figura 11, y la prueba de Kruskal-Wallis reporté un valor de P = 0,000 para H
= 31,42 y GL = 8, por lo tanto, Se rechaz6 Ho y se acepté H1 porque P era
inferior a 0,05. Asi, el grado de fragmentacién del ADN gendémico humano
procesado depende de la cantidad de extracto hidroalcohdlico del tallo de
Minthostachys mollis Griseb "mufia”.

Nuevamente, teniendo en cuenta los valores de la Tabla 15, se realizé una
prueba de Kruskal-Wallis para comparar el grado de fragmentacion del ADN
gendmico humano entre tratamientos, expresado en (%) con la cantidad extraida
de hojas y tallos de menta. "mufia" se expresa en porcentaje (%), como se
muestra en la Figura 12. Los resultados mostraron que para H=2.29 y GL=4,
P=0.683, por lo que se aceptd Ho y se rechazd H1 por ser P mayor a 0.05. Asi,
el grado de fragmentacion del ADN humano procesado no depende de la
cantidad de savia, hojas y tallos de Minthostachys mollis Griseb “mufa”, es decir,
toda la savia de “mufia” en concentraciones que van del 5% al 100% tienen
efecto en el ADN gendmico humano Todos tienen degradacion in vitro.

Sin embargo, los resultados que se han obtenido fortalecen la base para
ensayos de degradacion de ADN gendmico in vitro, con el enfoque aplicado en
este trabajo. En este sentido, nuestros resultados son consistentes con los
obtenidos por Marca et al.17 quienes evaluaron la genotoxicidad in vitro del

extracto etandlico y jugo de Allium sativum L. "ajo". De manera correspondiente,
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los extractos etandlicos de bulbos de "ajo" a 5, 10, 50, 100, 200, 300, 400 y 500
mg/mL no mostraron efecto genotdxico sobre el ADN gendémico estafilococico;
por otro lado, 5%, 10%, 50% y los extractos de bulbo 100% "ajo" si mostraron un
fuerte efecto genotoxico, fragmentando el 100% del ADN, con la prueba de
Kruskal-Wallis reportando H=0.53; GL=3 y p=0.912. Llegaron a la conclusion de
gue la savia del bulbo de "ajo" Allium sativum L. mostré6 un fuerte efecto
genotobxico en el ADN del gen Staphylococcus.

Asimismo, Ayala (2013). Los efectos genotdxicos in vitro de plantas medicinales
antibacterianas se determinaron utilizando como muestras las vainas de
Spartium junceum L. “retama”, Caesalpinia spinosa Kumtze “tara”’ y las hojas de
Eucalyptus globulus Labill “eucalipto”, las cuales fueron expuestas al ADN de
genes con Staphylococcus aureus dorado, se establecieron estimaciones de
dafio genotdxico in vitro mediante el “método de Tomasevich”. Los extractos
hidroalcohélicos mostraron actividad genotéxica significativa contra el ADN
gendmico de Staphylococcus aureus y fueron extractos de "tara" y "eucalipto” a
50 mg/mL y 100 mg/mL con respecto a "retama"”. Finalmente, el dafio genotoxico
fue escuetamente dependiente de la cantidad de extracto hidroalcohdlico; pero
no del tiempo de incubacion, excepto para el extracto de "retama" que se apeg6
a este tiempo.

Un estudio diferente como el de Marca et al., (2018) se realiz6 en plantas
terapéuticas de otras familias y especies, afirmando que tanto los efectos
antibacterianos como los efectos genotoxicos se deben principalmente a la

presencia de metabolitos secundarios flavonoides, alcaloides y taninos.
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VI. CONCLUSIONES

El DNA gendmico humano muestra efecto de degradado in vitro frente al
extracto hidroalcohdlico y el zumo de Minthostachys mollis Griseb “mufa”.
Los metabolitos secundarios presentes en los extractos hidroalcohdlicos de
Minthostachys mollis Griseb “mufa” fueron: compuestos fendlicos (hojas y
tallos), flavonoides y catequinas (hojas) en concentraciones abundantes
(++++); cumarinas y/o lactonas y triterpenos y/o esteroides (hojas y tallos)
en poca concentracion (++); alcaloides poca concentracion (++) en hojas y
trazas (+) en tallos. Mientras que, en el zumo se identificaron compuestos
fendlicos en concentraciones abundantes (++++); alcaloides, flavonoide y
triterpenos y/o esteroides en regular concentracion (+++); catequinas y
saponinas en poca concentracion (++) y cardendlidos en trazas (+).

El efecto degradativo in vitro del DNA del gen humano por efecto del zumo
hidroalcohdlico de hojas de Minthostachys mollis Griseb “mufia” a
concentraciones de 25 y 50 mg/mL el efecto fue bajo; con 100 mg/mL
moderado; con 200, 300 y 400 mg/mL alto y con 500 mg/mL fue muy alto;
mientras que, con el extracto hidroalcohdlico de tallos, con 100 mg/mL fue
bajo; con 200 moderado; con 300 y 400 mg/mL alto y con 500 mg/mL fue
muy alto. Respecto al zumo de “mufia” todas las concentraciones de 5, 10,
25, 50 y 100 % manifestaron muy alto efecto degradativo del DNA gendmico

humano.
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VIl. RECOMENDACIONES

Impulsar trabajos de investigacion en plantas medicinales, impulsando
nuevos ensayos para confirmar el efecto degradativo sobre el DNA.

Evaluar los efectos degradativos de DNA comparando con compuestos
quimicos de conocida actividad genotdxica.

Aumentar las investigaciones de interacciones entre DNA procariota,
eucariota o plasmido y metabolitos secundarios de plantas para evaluar los

efectos genotdxicos a través de ensayos in vitro e in vivo en la literatura.
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Anexo 1. Certificado de clasificacion taxondmica de Minthostachys mollis Griseb
“muna”.

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 Biologia, Srta. Emavel, MARTINEZ VEGA, ha solicitado 13
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 : ASTERIDAE

ORDEN : LAMIALES

FAMILIA LAMIACEAE

GENERO : Minthostachys

ESPECIE . Minthostachys mollis Griseb
NV. t ‘muna’

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

Ayacucho, 2 de Enero del 2017
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Anexo 2. Recoleccién de muestra y secado a temperatura ambiente de las hojas

y tallos de Minthostachys mollis Griseb “mufia”.

Minthostachys mollis “muna”

Secado de la muestra
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Anexo 3. Obtencién de extracto hidroalcohélico de las hojas y tallos de Minthostachys mollis Griseb “muna”.

Secado y clasificacion de hojas y tallos de la muestra de Molienda de hojas y tallos de la muestra.
Minthostachys mollis Griseb “mufia”

Recoleccion de la muestra de
Minthostachys mollis Griseb
llmuﬁall

Filtrado del extracto hidroalcohdlico de Maceracién de hojas y tallos

. [ o " [ -] ’
Concentracion del extracto hidroalcohdlico Minthostachys mollis Griseb “mufia en etanol 96° por 5 dias.

de hojas y tallos de Minthostachys mollis
Griseb “muia”
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Anexo 4. Obtencién del zumo de Minthostachys mollis G. “mufa”. Ayacucho 2018.

Minthostachys mollis “muspig*

Recoleccion de la muestra de
Minthostachys mollis Griseb
“muna”

Molienda de la muestra de S
Minthostachys mollis Griseb
“mufia”

Filtrado de la muestra de
Minthostachys mollis Griseb
“muna”

Zumo de Minthostachys mollis
Griseb “muna”
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Anexo 5. Protocolo de extraccion de DNA gendmico de glébulos blancos humano.

Trasferir 400ul +
30ul PK

-

N

s - Microcentrifugar Vortex durante "
Homogenizar S  (<pindown) B ealis ] -
I Sseg. I I > @ |
Centrifugara :
2500 rpm/1! Centrifugar
5 min.
Agregar 400ml de
Agregar Dejar al ambiente buffer lisis
Descartarel RNASA 30 ul 2 min.
sobrenadante Vortex durante l
2 min.

== Pasaralos
7 tubosde

Centrifugar

=
' Y =R columnas
é N 12000 rpm/ et l’; -.-w il
y o ) 1/2min. '.s" =
L 3 { Y

Colbcaran | ANADIR ETANOL

otrostubos 400ML

colector colocar a otro

tubo colectory 7. — Bafio mafia 552C
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- 2 7
bliffer (e | buffer”2 500ul ;
“1”500ul > , ﬁ : . ﬁ ﬁ
Centrifugar Carie = = Echamosel Afiadir 150ul
12000 rpm/ i}g::': pro/ centrifugado buffer elusién ’
: = revio
Wz, Centrifugar ‘;.,mdo,
] 12000 rpm/
. 1/2min
Obtener el h /
DNA Eliminar el
&/ sobrenadante
' Incubar por
1min
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Anexo 6. Diagrama para la obtencion del extracto hidroalcohélico del
Minthostachys mollis Griseb “mufia” y ensayo de degradacion in vitro de DNA.
Ayacucho 2018.

Muestra de
Minthostachys mollis Griseb “mufia”.

Y
Extracto hidroalcohdlico

'

,, l

Tamizaje Protocolo modificado y descrito por
fitoquimico Miranda para ensayo de
degradacion in vitro de DNA

Extractos a concentraciones de;: l

4, ! l l

5 10 25 50 100
mg/mL. mg/mL. mg/mL. mg/mL. mg/mL.
50 100 200 300 400
mg/mL. mg/mL. mg/mL. mg/mL. mg/mL.

v

Exposicion de los extractos
sobre el DNA genémico
humano

l

Electroforesis

l

Observacion de la
degradacién del DNA
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Anexo 7. Diagrama para la obtencién del zumo de Minthostachys mollis Griseb

‘mufia’. y ensayo de degradacion in vitro de DNA. Ayacucho 2018.

Muestra de Minthostachys mollis Griseb
“muna”.

'

Obtencion del zumo

¢
,, |

v
Tamizaje Protocolo modificado y descrito por
fitoquimico Miranda para ensayo de
degradacion in vitro de DNA

Zumo a concentraciones de: l

l l l l l

5 % 10 % 25 % 50 % 100 %

!

Exposicion in vitro de los zumos
sobre el DNA gendémico humano

l

Electroforesis

l

Observacion de la
degradacion del DNA
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Anexo 8. Diagrama para la identificacién fitoquimica del extracto hidroalcohélico y del zumo de Minthostachys mollis Griseb “mufia”.
Ayacucho 2017.

Extracto hidroalcohdlico de hojas y tallos de

~ N

Minthostachys mollis Griseb “muia

Zumo de Minthostachys mollis
Griseb “mufia”

Marcha fitoquimica de hojas y tallos de
Minthostachys mollis Griseb “muna”

Marcha fitoquimica de zumo de
Minthostachys mollis Griseb “mufia”
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Anexo 9. Proceso de preparacion de diferentes concentraciones del extracto hidroalcohdlico de Minthostachys mollis Griseb “muna”.
Ayacucho 2018.

Extracto hidroalcohdlico de hojns de
Minthostachys mollis

Peso del extracto hidroalcohdlico
de Minthostachys mollis Griseb
“muna”

. Dilucién con H20 (d)
Concentraciones del extracto

hidroalcohdlico de Minthostachys
mollis Griseb “munia”
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Anexo 10. Proceso de preparacion a diferentes concentraciones del zumo de Minthostachys mollis Griseb “mufia”. Ayacucho 2018.

Triturar la muestra de
Minthostachys mollis Griseb “mufia”

Filtracion con gasa estéril para
obtener el zumo

Concentraciones del zumo de
Minthostachys mollis Griseb “mufia”
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Anexo 11. Fase de electroforesis en gel de agarosa. Ayacucho 2018.

Preparacion del gel de Mezcla de las soluciones de
agarosa 1%. digestién con loading.

Proceso de sembrado
en los pocillos de gel
de agarosa.

Instalacion y programacion de
la cdmara de electroforesis.
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Anexo 12. Proceso para la determinacién del efecto genotéxico del extracto hidroalcohdlico y zumo de Minthostachys mollis Griseb

“‘mufa” frente a DNA gendmico humano. Ayacucho 2018.

Soluciones de digestion. Mezcla de las soluciones con
loading y agua destilada

Equipo de Coloracion con bromuro de - "' j
transiliminador etidio 1% por 10 minutos. = il
uv Camara de electroforesis con
las soluciones de digestion.

Sistema de registrador de
imagenes Biometra UV.
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Anexo 13. Matriz de consistencia

Titulo: Ensayos de degradacion in vitro del extracto hidroalcohdlico de hojas, tallos y zumo de Minthostachys mollis Griseb “mufa” frente
Bach. Emavel MARTINEZ VEGA

a DNA gendémico humano. Ayacucho, 2017.

PROBLEMA

OBJETIVOS

HIPOTESIS

MARCO TEORICO

VARIABLES

METODOLOGIA

¢SHabra
degradacién in vitro
DNA gendmico
humano frente al
extracto
hidroalcohdlico y
zumo de
Minthostachys
mollis Griseb
“‘muna”?.

General:

Demostrar la degradacion in
vitro del DNA gendémico
humano frente al extracto
hidroalcohdlico y zumo de
Minthostachys mollis Griseb
“muna”.

Especificos:

Identificar la presencia de
metabolitos secundarios
presentes en el extracto
hidroalcohdlico de hojas,

tallos y zumo de
Minthostachys mollis
Griseb “munfa”.

Comprobar el dafio

degradativo in vitro del
DNA genémico humano
frente al extracto
hidroalcohdlico de hojas,
talos 'y zumo de
Minthostachys mollis
Griseb “munfa”.

En ensayo in vitro,
el DNA genémico
humano
experimentara
degradacion frente
al extracto
hidroalcohdlico y
zumo de
Minthostachys
mollis Griseb
“muna”.

Aspectos Botanicos

Minthostachys mollis
Griseb “mufia”.
Genotoxicidad
Las pruebas de
genotoxicidad se
pueden definir como

pruebas in vitro e in
vivo, disefladas para
detectar  compuestos
gue induzcan dafio
genético, directa o
indirectamente, por
diversos mecanismos.

Variable
Independiente:

Extracto hidroalcohélico
de hojas, tallos y zumo
de Minthostachys mollis
Griseb “mufia”.
Indicador:

Metabolitos secundarios
Concentracion del

extracto hidroalcohdlico
en miligramos por
mililitro (mg/ ml).

Concentracion del zumo
en porcentaje (%).
Variables
Dependientes:
Degradacion in vitro del
DNA gendmico humano
Indicador:

Grado de fragmentacién

del Acido
desoxirribonucleico
(DNA) gendémico
humano.

Tipo de investigacion:

Bésica — experimental.

Disefio Experimental:

El experimento se realizara bajo la
guia del ensayo in vitro para
estudiar la degradacion del DNA,
por efecto de extractos de plantas
medicinales.

Poblacién: Minthostachys mollis
Griseb “mufa”. que crece en el

distrito de Huamanguilla la
provincia de Huanta.
Muestra:

Hojas y tallos de Minthostachys
mollis Griseb “mufia”, en cantidad
de dos Kg, obtenidos en
Huamanaguilla.

Unidad experimental:

DNA genomico humano. A
concentraciéon de 1500 ng/ uL por
cada ensayo.

Andlisis estadistico:
Paquete estadistico
Pruebas de Kruskal-Wallis.

SPSS,
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