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RESUMEN

La dexametasona es un glucocorticoide sintético ampliamente utilizado en medicina por
sus potentes propiedades antiinflamatorias e inmunosupresoras. Sin embargo, diversos estudios
han evidenciado su capacidad de inducir dafio citotoxico y genotoxico a nivel celular, generando
preocupacion respecto a su uso prolongado. Frente a ello, el presente estudio tuvo como objetivo
evaluar el efecto citoprotector del extracto alcohdlico a 70° de hojas secas de Annona muricata L.
al 20%, frente a la toxicidad inducida por dexametasona en bioensayos con Vicia faba L., planta
reconocida por su utilidad en ensayos de citotoxicidad y genotoxicidad debido a la sensibilidad de

sus meristemos radiculares.

Se disefiaron ocho tratamientos: T1 (control negativo — agua destilada), T2 (control positivo
— dexametasona al 0.1%), T3 a T5 (extracto de A. muricata al 0.25%, 0.5% y 1%),y T6 a T8 (las
mismas concentraciones del extracto combinadas con dexametasona al 0.1%). La evaluacion se
basé en el indice mitético (IM), los indices de fases mitoticas (profasico, metafésico, anafasico,
telofésico), la frecuencia de microndcleos (FMN), la frecuencia de células binucleadas (FBN) y el
indice de puentes anafasicos (IPA). Se aplicaron andlisis estadisticos mediante ANOVA y prueba

de Duncan para la comparacién de medias.

Los resultados mostraron que la dexametasona al 0.1% redujo significativamente el indice
mitoético (11.57%) frente al control (24.62%), incrementd la frecuencia de puentes anafasicos
(27.03%) vy elevo la presencia de micronucleos y células binucleadas, situandose en un nivel de
toxicidad moderado. Por otro lado, el extracto de A. muricata en las concentraciones evaluadas no
evidencid genotoxicidad significativa, y las concentraciones de 0.25% y 0.5% incluso mostraron

niveles de citotoxicidad minimos.
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En los tratamientos combinados (T6, T7 y T8), se observo un aumento en el IM respecto
al tratamiento con dexametasona sola, alcanzando valores cercanos al control, como en T7
(21.99%), lo que indica un efecto protector. Asimismo, las frecuencias de microndcleos y células
binucleadas disminuyeron hasta niveles minimos o nulos en comparacion con el tratamiento con

dexametasona sola, demostrando el efecto citoprotector del extracto vegetal.

En conclusién, se comprobo que el extracto alcohdlico de hojas secas de Annona muricata
L. presenta un efecto citoprotector significativo frente al dafio inducido por dexametasona al 0.1%
en Vicia faba L., sin presentar por si mismo genotoxicidad relevante. Estos hallazgos respaldan su
potencial uso como agente terapéutico complementario o preventivo frente a la toxicidad celular
inducida por medicamentos glucocorticoides, abriendo nuevas posibilidades para el desarrollo de

alternativas naturales seguras en el campo de la toxicologia experimental y la farmacologia vegetal.

Palabras clave: Annona muricata L., dexametasona, citoproteccion, genotoxicidad, Vicia

faba, bioensayo, indice mitético, micronucleos, acetogeninas.
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INTRODUCCION

En la medicina contemporanea, los glucocorticoides como la dexametasona constituyen
una de las clases de medicamentos més utilizadas debido a sus potentes efectos antiinflamatorios,
inmunosupresores y antialérgicos. Sin embargo, en las Gltimas décadas, el uso indiscriminado y
muchas veces prolongado de estos farmacos ha generado una creciente preocupacion en la
comunidad cientifica y médica por los efectos adversos asociados a su consumo, entre los que
destacan la inmunosupresion, osteoporosis, hipertension, hiperglucemia, asi como dafio celular y
genético (Damin & Dadic, 2021; Repetto Jiménez, 2018). Esta situacion se ha agravado
recientemente debido a su empleo masivo durante la pandemia de COVID-19, donde su

administracion sin control médico adecuado evidencio consecuencias clinicas importantes.

Desde la perspectiva celular, la toxicidad inducida por glucocorticoides como la
dexametasona se ha relacionado con la teoria del estrés oxidativo, la cual sostiene que estos
compuestos favorecen la produccién excesiva de especies reactivas de oxigeno (ROS) que superan
la capacidad antioxidante del organismo, generando peroxidacién lipidica, dafio al ADN,
disfuncion mitocondrial y muerte celular programada (apoptosis) (Zhao et al., 2016). Este
desequilibrio redox puede comprometer la integridad de las células en répida division,
especialmente las meristematicas, lo que convierte a modelos como Vicia faba L. en herramientas

sensibles y eficaces para evaluar este tipo de dafo.

Frente a este panorama, surge la teoria citoprotectora basada en la capacidad de los
compuestos naturales, especialmente los metabolitos secundarios presentes en las plantas, para
contrarrestar el estrés oxidativo mediante la neutralizacion de radicales libres, la activacion de
enzimas antioxidantes y la protecciéon de las estructuras celulares (Giannuzzi, 2018). En este

contexto, diversas investigaciones han reportado que el extracto de Annona muricata L. posee
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compuestos bioactivos como acetogeninas, flavonoides, alcaloides, saponinas y compuestos
fenolicos que le confieren propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, antiproliferativas y

antitumorales (Moghadamtousi et al., 2015; Adewole & Ojewole, 2009).

Ademas, el uso de Annona muricata L. en la medicina tradicional esta ampliamente
documentado, siendo empleada en el tratamiento de dolencias como infecciones, inflamaciones,
hipertension, diabetes y como coadyuvante en terapias contra el cancer (Gavamukulya et al.,
2014). Estudios fitoquimicos recientes han confirmado la presencia de metabolitos que respaldan
sus aplicaciones ancestrales, posicionando a esta planta como una candidata potencial para la

investigacion de sus efectos protectores frente a agentes toxicos.

En este contexto, la presente investigacion tuvo como objetivo evaluar el efecto
citoprotector del extracto alcohdlico de Annona muricata L. frente a la toxicidad inducida por
dexametasona en bioensayos con Vicia faba L., mediante el analisis de indicadores de citotoxicidad
y genotoxicidad como el indice mitético, frecuencia de micronucleos, puentes anafésicos y células
binucleadas. Este estudio pretende contribuir al desarrollo de alternativas naturales que puedan
mitigar los dafios celulares generados por farmacos de uso clinico frecuente, promoviendo el uso

responsable de productos fitoterapéuticos con respaldo cientifico.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El uso de glucocorticoides como la dexametasona, aunque clinicamente eficaz, continda
generando preocupacion debido a sus efectos adversos a nivel celular, especialmente cuando su
administracion no es debidamente controlada. Una de las principales complicaciones asociadas es
el dafio oxidativo, que puede afectar procesos fundamentales como la division celular y la

integridad genética.

Actualmente, existe un creciente interés por identificar agentes naturales capaces de
contrarrestar estos efectos adversos. Dentro de este enfoque, Annona muricata L. ha sido
reconocida por su potencial farmacolégico, atribuible a la presencia de metabolitos secundarios
con propiedades antioxidantes y citoprotectoras. Aunque investigaciones internacionales han
reportado beneficios relevantes de esta planta, en el ambito local y regional no se dispone de
estudios suficientes que evallen de manera sistematica su capacidad para proteger las células

frente al dafio inducido por farmacos como la dexametasona.

Particularmente, en el contexto peruano y en la region andina, la validacion cientifica del
uso tradicional de Annona muricata L. es limitada y poco documentada en cuanto a su efecto
citoprotector en modelos celulares experimentales. Este vacio dificulta la incorporacion de
evidencia regional sobre su eficacia, lo que reduce las posibilidades de aprovechar sus propiedades

de manera segura y respaldada cientificamente.

Asimismo, son escasos los estudios que utilicen modelos sensibles como Vicia faba L. para
evaluar el posible efecto protector de extractos vegetales frente a la toxicidad inducida por

glucocorticoides. Este modelo, ampliamente reconocido por su eficacia para evidenciar
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alteraciones cromosémicas y mitoticas, representa una oportunidad importante para generar datos

relevantes y aplicables a nuestro contexto.

Frente a esta falta de informacion local y regional, surge la necesidad de realizar
investigaciones que aporten evidencia directa sobre el potencial efecto citoprotector del extracto
alcoholico de Annona muricata L. frente al dafio celular inducido por la dexametasona,
contribuyendo asi al conocimiento cientifico y a la revalorizacion de la medicina tradicional con

base experimental solida.

Se plantea el siguiente problema objeto de investigacion (POI)

¢El extracto alcohdlico de Annona muricata L. tendra efecto citoprotector frente a la

toxicidad inducida con dexametasona en bioensayos con Vicia faba L.?

Se plantea como interrogantes complementarias:

¢Cudl es el efecto citotdxico y genotoxico de la dexametasona en bioensayos con Vicia

faba L.?

¢Cuales son las caracteristicas fitoquimicas que presentan el extracto alcohdlico a 70° de

hojas de Annona muricata L. seco al 20%?
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JUSTIFICACION

El uso frecuente de glucocorticoides como la dexametasona continla generando
preocupacion debido a sus efectos secundarios a nivel celular y tisular, especialmente por su
capacidad de inducir toxicidad y dafio genético en condiciones de administracién prolongada
0 inadecuada. Esta problemaética, cada vez méas evidente a nivel clinico y social, resalta la
necesidad de identificar alternativas complementarias que puedan proteger las células frente a

estos efectos adversos.

El presente estudio es relevante porque aborda un vacio de investigacion en el ambito
local y regional sobre el efecto citoprotector del extracto alcohdlico de hojas de Annona
muricata L. frente a la toxicidad inducida por dexametasona. A pesar del conocimiento
tradicional sobre los beneficios de esta planta, especialmente en las comunidades peruanas y
andinas, no existen estudios experimentales locales que validen su capacidad protectora a nivel

celular frente al estrés oxidativo generado por glucocorticoides.

Desde el punto de vista bioldgico, este trabajo aporta al campo de la biologia celular,
ya que permitira evaluar los efectos de un agente natural sobre parametros fundamentales como
el indice mitético y la estabilidad cromosomica en células en division. Estos datos contribuiran
a comprender los posibles mecanismos de accion del extracto sobre el ciclo celular y la
reparacion del dafio genético, lo que resulta esencial para ampliar el conocimiento sobre las

interacciones entre compuestos bioactivos y procesos celulares basicos.

En el campo de la farmacologia, el estudio proporcionara informacién relevante sobre
el potencial uso fitoterapéutico del extracto de Annona muricata L. como coadyuvante en

tratamientos que involucran glucocorticoides, aportando a la bldsqueda de agentes naturales
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que puedan reducir la citotoxicidad sin interferir con los efectos terapéuticos de estos
medicamentos. Ademas, los resultados pueden servir como base para futuras investigaciones
preclinicas sobre la seguridad y eficacia de extractos vegetales en combinacion con farmacos

sintéticos.

En el ambito de la toxicologia experimental, esta investigacion contribuira al desarrollo
de modelos alternativos de evaluacion de citotoxicidad y genotoxicidad mediante bioensayos
en Vicia faba L., una herramienta reconocida por su sensibilidad y fiabilidad para estudiar
alteraciones mitéticas y genéticas. La aplicacion de este modelo en el contexto de productos
naturales permitird obtener resultados extrapolables a otros sistemas bioldgicos y reforzar el

uso de metodologias accesibles y efectivas para la evaluacion toxicolégica.

Desde una perspectiva social y aplicada, este estudio permitird revalorizar el
conocimiento tradicional, fomentar la fitoterapia basada en evidencia cientifica y promover el
uso responsable de los recursos vegetales locales como alternativas accesibles y sostenibles

para la proteccion de la salud
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto citoprotector del extracto alcoh6lico a 70°de hojas de Annona muricata

L. al 20%, frente a la toxicidad inducida con dexametasona en bioensayos con Vicia faba L.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Evaluar las caracteristicas fitoquimicas del extracto alcoh6lico a 70° de hojas de Annona

muricata L. seco al 20%

e Evaluar el efecto citotoxico y genotdxico de la dexametasona a concentracion de 0.1%

mediante bioensayos de Vicia faba L.

e Evaluar el efecto citoprotector mediante los indices de citotoxicidad y genotoxicidad sobre
las diferentes concentraciones (0.25, 0.5 y 1%) del extracto alcohdlico a 70° de hojas de

Annona muricata L al 20% frente al dafio inducido por dexametasona.
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HIPOTESIS

El extracto alcoholico de 70° de hojas secas de Annona muricata L. peso seco al 20% tiene
efecto citoprotector frente a la toxicidad inducida por dexametasona 0.1% en bioensayos con Vicia

faba L.
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VARIABLES

Variables Dependientes (Dep)

e Efecto citotéxico

e Efecto genotoxico

e Efecto citoprotector

Variables Independientes (Ind)

e Dexametasona (0.1%)

e Extracto alcohélico de Annona muricata L. (0.25, 0.5 &1%)
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Tabla 1

OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

Operacionalizacion de Variables

Variables

Tipo Definicion

Indicador

EAAM

Dexametasona

Efecto

citoprotector

Citotoxicidad

Genotoxicidad

Ind.

Ind.

Dep.

Dep.

Dep.

sera extraido mediante el método de maceracion.

Es un medicamento glucocorticoideo. Se utiliza en
medicina para tratar una variedad de condiciones
médicas debido a sus propiedades antiinflamatorias,
inmunosupresoras y otras

farmacologicas. (PUBCHEM. 2024)

propiedades

se refiere a la capacidad de una sustancia para
proteger las células de dafios causados por agentes
nocivos, como radicales libres, toxinas o estrés
oxidativo, ayudando a mantener su viabilidad y
funcionalidad. (Repetto, 2009)

Es un concepto clave en toxicologia, farmacologia y
biologia celular, utilizado para evaluar los efectos
nocivos de compuestos quimicos, farmacos,
extractos naturales o agentes bioldgicos en células

vivas. (Giannuzzi, L. 2018)

Se refiere al potencial de una sustancia para dafar el
material genético (ADN) de las células, lo que
puede llevar a mutaciones, cancer o muerte celular.
(Damin & Dadic; 2021)

Concentracion (0.25, 0.5
& 1%)

Concentracion (0.1%)

Los indices Mitoticos y
de Fases, y Frecuencia de
Micronucleos y Células
binucleadas e indice de

puentes Anafasicos

Lo ensayos citologicos
(Indice Mitotico y de
fases)

Frecuencia de
Micronucleos y células
binucleadas y ensayo de
puentes Anafasicos

Nota: Independiente (Ind), Dependiente (Dep), Extracto alcohdlico a 70° de hojas de Annona muricata L.al
20%(EAAM) y dexametasona (DEX)
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I.  MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes de Investigacion

1.1.1 Antecedentes Internacionales:

Nik Mat Daud, NNN, Ya'akob, H., y Mohamad Rosdi, MN en el 2016, investigaron en la
Universidad tecnoldgica de Malaysia sobre Annona muricata L. utilizando técnicas de analisis
espectral, incluyendo HPLC (cromatografia liquida de alta eficacia), NMR (resonancia magnética
nuclear) y FT-IR (espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier), para identificar los
compuestos bioactivos presentes en el extracto de guandbana. realizaron un estudio de
citotoxicidad para evaluar los efectos del extracto en lineas celulares normales y cancerosa, Los
resultados del analisis fitoquimico revelaron la presencia de compuestos como alcaloides,
terpenoides, flavonoides, cumarinas y acetogeninas annonaceas, que son conocidos por sus
propiedades antioxidantes y anticancerigenas. El estudio de citotoxicidad mostro que el extracto
de guanabana tiene efectos significativos en la inhibicion del crecimiento celular en lineas
cancerosas, indicando su potencial terapéutico, indican que Annona muricata L. es una fuente
prometedora de compuestos bioactivos que pueden tener aplicaciones en la medicina,

especialmente en el tratamiento de enfermedades como el cancer.

Vera et al., en el 2010, investigaron el potencial medicinal de la planta Lippia alba (Mill.)
reconocida por su variedad de propiedades terapéuticas como: antiespasmaodicas, carminativas,
digestivas, diuréticas, expectorantes, laxantes, sedantes, somniferas, sudorificas, etc. El objetivo
fue evaluar el efecto protector del aceite esencial de los tallos y hojas frescas de L. alba que fue
extraido de estos, frente a la toxicidad del mercurocromo en las raices de Allium cepa (cebolla). a

concentraciones de 10, 250 y 500 uM observando efectos tdxicos en las células meristematicas de



A. cepa. Sin embargo, cuando se aplicd el aceite esencial a una concentracion de 100 pM, se
evidencid un efecto protector, con baja cantidad de aberraciones cromosémicas, asi como en el
incremento de longitud y peso de las raices expuestas a mercurocromo en concentraciones de 10
y 500 pM. Los resultados indicaron que el aceite esencial de L. alba tuvo un efecto protector al

reducir los cambios morfolégicos y cromosomicos.

1.1.2 Antecedentes Nacionales:

Araujo en el 2012 en la Universidad de Trujillo evalu6 el efecto protector del extracto
etanolico a 70° al 20% de hojas de Annona muricata. en diversas concentraciones frente al dafio
citotoxico y genotoxico causado por el sorbato de potasio. que es un conservante alimenticio, en
concentraciones de 100mg, 200mg y:400mg del extracto como agente protector frente a 1g/L del
Sorbato de Potasio, se realizé en células meristematicas de Alliun cepa, los resultados muestran
que a 200mg de presento una disminucién del indice mitético 9.27% y mayor incremento en del
indice profasico 78.75% y formaciones de puentes anafasicos, observaron que a 100mg de Annona

muricata L. tiene efecto protector.

Auccatoma en el 2019 evalud en la Universidad Nacional de Huamanga, el Efecto
citoprotector del extracto hidroalcohdélico de las hojas de Annona muricata L frente a lesiones
gastricas inducidas por indometacina en cobayos, se confirm6 la presencia de metabolitos
secundarios como fenoles, flavonoides, cumarinas, saponinas, alcaloides, azlcares reductores,
catequinas y guinonas mediante tamizaje fitoquimico, administro dosis de 20, 40 y 80 mg/kg del
extracto, y omeprazol 10 mg/kg , Los resultados demostraron que a dosis de 40 y 80 mg/kg se
logré una inhibicion significativa de la formacién de Glceras (71,43 %y 85,71 % respectivamente)
con p = 0,001, mientras que el omeprazol alcanz6 una inhibicion del 76,19 %. Concluyendo que

el extracto hidroalcoholico de A. muricata L. es efectivo como agente citoprotector.



Beltran & Beltran en el 2016, evaluaron en la Universidad de Trujillo el efecto del extracto
alcohdlico de Annona cherimola ("chirimoya™) de la pulpa de la fruta, en bioensayos de Vicia faba
L. expuesto a diferentes concentraciones: 0.1%,90.3% y 0.5%, de tartrazina y extracto alcoholico
de Annona cherimola al 5% se observo un indice mitético (IM) de 19,2+2,0 en las células tratadas
con el extracto, lo que indico una regulacion significativa del ciclo celular alterado previamente
por la tartrazina. Estos resultados sugieren gue el extracto de chirimoya podria tener componentes

que coadyuban en los mecanismos de recuperacion celular.

Cumpa & Zavala en el 2018 evaluaron en Trujillo el efecto citotoxico del extracto
alcoholico de hojas de Erythroxylum coca mediante el bioensayo de Allium cepa mediante su
indice mitotico de sus meristemos radiculares, establecieron seis sistemas de prueba, dos para su
control sin extracto y cuatro con diferentes concentraciones de extracto etanolico: 10 pug/ml, 100
pg /ml durante 12 horas y 100 pug /ml durante 24 horas. Los resultados observados fueron que no
se evidenciaron diferencias significativas en el indice mitotico entre las diferentes concentraciones
de extracto etandlico de E. coca y el grupo de control. Por lo tanto, se concluye que las
concentraciones de 10 pg /ml, 100 pg /ml durante 12 horas y 100 pg /ml durante 24 horas de

extracto etandlico de E. coca no producen efectos citotoxicos en las lineas celulares de A. cepa.

Gonzales et al., en el 2020 investigaron en Trujillo y Chachapoyas el efecto citotdxico y
genotoxico de la dexametasona e ibuprofeno en bioensayos de Allium cepa, tomaron 30 raicillas
entre 2 a 3 cm y se dividieron en tres grupos: tratamiento 1: control (agua destilada), Tratamiento
2 (dexametasona 0,1%) y Tratamiento 3 (ibuprofeno 0,1%) Después de 14 horas se realizaron
pruebas de coloracion para evaluar los efectos, Se encontrd que las raicillas tratadas con

dexametasona presentaron aberraciones cromosomicas, mientras que las tratadas con ibuprofeno



mostraron dafios cromosomicos Yy sin aberraciones. Se concluye que el ibuprofeno y dexametasona

a una dosis de 0,1% tuvieron un efecto citotoxico y genotoxico en las radiculas de cebolla.

Gonzales et al., 2021 evaluaron en Trujillo el efecto reparador de un extracto proteico y
vitaminico (ténico INTI) en Allium cepa L. que habia sufrido dafio cromosémico por la exposicion
a penicilina benzatinica. Los resultados del estudio demostraron que las raices de A. cepa L. que
habian sido tratadas con penicilina benzatinica 1% presentaban trastornos cromosomicos tales
como fragmentaciones, puentes, otros trastornos y sin trastornos, mientras que el grupo tratado con
penicilina benzatinica 1% y el extracto demostré una reduccion proporcional en las aberraciones
cromosomicas, incluyendo puentes, fragmentaciones, otros trastornos y sin trastornos. El extracto
utilizado en el estudio demostrd tener un efecto reparador significativo a una dosis de 10 mL, lo

que indica que puede ser beneficioso en la reparacion de dafios cromosémicos.

Guevara en el 2015 en la Universidad Nacional de Trujillo Evaluao el efecto reparador del
extracto acuoso de Morinda citrofolia en meristemos de Vicia faba L. mediante el indice mitdtico,
se expuso el colorante tartrazina a 0.1%, 0.3% y 0.5%, se observéd que el testigo positivo con
tartrazina al 0.5% induce un IM de 36.8%, con el agente reparador se generd un IM de 19.4%,por
lo cual los deméas grupos experimentales presentaron un IM de 21.0%, 25.2& y 31.2%,
respectivamente, lo cual se observé el efecto reparador del extracto acuoso de Morinda citrofolia
en su IM en bioensayo de Vicia faba inducido a tartrazina, todo esto concluye que es posible la
presencia de compuestos en el extracto que podrian estar involucrados en la reparacion de

determinados procesos celulares.

1.1.3 Antecedentes Locales:

No se encontraron investigaciones relacionadas a este tema



GENERALIDADES

1.2 Base Teorica

1.2.1 Dexametasona

Los glucocorticoides son medicamentos esenciales con propiedades antiinflamatorias y

descongestionantes (Manson, et.al, 2009)

Para la década de 1960, los rapidos progresos en la sintesis quimica de glucocorticoides
llevaron inicialmente a la produccion de cortisona sintética, seguidos de hidrocortisona,
fluorohidrocortisona, prednisona, prednisolona, triamcinolona, metilprednisolona y, finalmente,
Dexametasona, siendo esta Ultima reconocida como el glucocorticoide mas potente (Black &

Grodzinsky, 2019).

los corticosteroides se han utilizado en una variedad de enfermedades, como:
autoinmunes, reacciones alérgicas y cancer, con el objetivo de mejorar el pronéstico y la calidad
de vida de los pacientes (Pinheiro; 2023). La importancia de los corticosteroides orales
(glucocorticoides y mineralocorticoides) se evidencia por su amplia aplicacién; por ejemplo,
aproximadamente el 0,9% de todos los adultos han usado corticosteroides orales.
Desafortunadamente, la terapia con glucocorticoides provoca efectos secundarios sistémicos
graves, especialmente cuando se usa de forma cronica o en dosis altas, lo que reduce
significativamente la esperanza y calidad de vida, ademas de aumentar los costos de atencion
médica. Los efectos adversos incluyen una mayor sensibilidad al acido gastrico, depresion de las
glandulas suprarrenales, inmunosupresion, hipertension, trastornos psicologicos, sindrome de
Cushing exogeno con piel fina y fragil, osteoporosis, atrofia muscular, aumento de peso y diabetes

inducida por esteroides (Bordag, et al, 2015).



1.2.1.1 Nombre de la Union Internacional de Quimica Pura y Aplicada, por

sus siglas en inglés: International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC)
(8S, 9R, 10S, 11S, 13S, 14S, 16R, 17R)-9-fluoro-11,17-dihidroxi-17-(2-hidroxiacetil)-
10,13,16-trimetil-6,7,8,11,12,14,15,16-octahidrociclopenta[a]fenantren-3-ona (Centro Nacional

de Informacion Biotecnologica, 2024).

1.2.1.2 Farmacodinamica y Bioquimica

Los corticosteroides se unen al receptor de glucocorticoides, bloqueando las sefiales
inflamatorias y favoreciendo las sefiales que reducen la inflamacién. son un grupo de sustancias
que afectan el metabolismo de los carbohidratos, influyendo en procesos como la gluconeogénesis,
el deposito de glucogeno hepatico y elevando los niveles de azucar en la sangre. Ademas, inhiben
la liberacion de la hormona adrenocorticotrépica (ACTH) y poseen una notable accién
antiinflamatoria. también juegan un papel en el metabolismo de las grasas y las proteinas,
mantienen la presion arterial, alteran la respuesta del tejido conectivo a las lesiones, reducen el
numero de linfocitos circulantes y afectan el funcionamiento del sistema nervioso central. (Centro

Nacional de Informacion Biotecnoldgica, 2024).

La duracién de la accion de la dexametasona varia segun la via de administracion, este
medicamento tiene un amplio rango de dosificacion terapéutica, ya que los pacientes pueden
necesitar dosis que superan lo que el cuerpo produce naturalmente (Johnson, Lopez & Kelley,

2023).

1.2.1.3 Mecanismo de Accion
La dexametasona imita la accién de las hormonas corticosteroides producidas de manera
natural por las glandulas suprarrenales en el cuerpo, que influye en el eje hipotaldmico-hipofisario-

suprarrenal este eje regula muchas funciones del cuerpo, generando varios efectos. En
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comparacion con otros esteroides exdgenos como la hidrocortisona, la dexametasona es
relativamente potente lo que significa que se necesita una dosis mas baja para obtener los mismos
efectos antinflamatorios y tiene una accién prolongada, con una actividad mineralocorticoide
minima lo que indica que este medicamento tiene poca actividad en el balance de fluidos y sales a
diferencia de otros esteroides. Los efectos secundarios de la dexametasona son similares a los de
otros corticosteroides y se presentan con mayor frecuencia con el uso prolongado y en dosis mas

altas (Ferreira, 2015).

A corto plazo, los corticosteroides reducen la permeabilidad y la dilatacién de los capilares,
asi como la migracion de leucocitos hacia los sitios inflamados lo que indica la reduccion de
hinchazén y enrojecimiento asociados a la inflamacion. La union de estos compuestos al receptor
de glucocorticoides provoca cambios en la expresion de genes al inactivar o activa lo que lleva
efectos a lo largo de horas o dias. Los corticosteroides actian en la separacion de neutrofilos e
inhiben la apoptosis, asi como la actividad de la fosfolipasa A2 enzima responsable de iniciar la
produccidn de sustancias antinflamatorias derivadas del &cido araquidonico como prostaglandinas
y los leucotrienos que contribuyen en la inflamacion, ademas, inhiben factores de transcripcién
inflamatorios como NF-Kappa B y estimula a genes antiinflamatorios como la interleucina-10
aumentando la produccion. En dosis bajas, los corticosteroides tienen efectos antiinflamatorios,
mientras que en dosis altas actian como inmunosupresores. El uso prolongado de dosis altas puede
llevar a la union de los corticosteroides al receptor de mineralocorticoides, provocando elevacién
de los niveles de sodio y reduccién de los niveles de potasio (Centro Nacional de Informacién

Biotecnoldgica, 2024)

Los glucocorticoides pueden suprimir la inflamacion mediante diversas rutas. Se unen a

proteinas receptoras especificas dentro de las células de los tejidos objetivo, modificando la



expresion de genes que responden a estos corticosteroides. En el citoplasma, los receptores de
glucocorticoides se combinan con esteroides para formar complejos hormonales que se trasladan
al nacleo celular. Una vez alli, estos complejos se adhieren a secuencias de ADN especificas y
modifican su expresion. Esto puede inducir la transcripcién de ARNm, lo que lleva a la produccion
de nuevas proteinas, como la lipocortina, que inhibe la enzima PLA2 y, por consiguiente, bloquea

la sintesis de prostaglandinas, leucotrienos y el factor activador de plaquetas (PAF).

Los corticosteroides atraviesan las membranas celulares y se unen a receptores en el
citoplasma, formando complejos que se trasladan al ndcleo, donde activan la transcripcion de ARN
mensajero (ARNm). Esto conduce a la produccion de enzimas que inhiben la inflamacion. Sus
efectos antiinflamatorios tépicos incluyen la supresion del edema, la acumulacién de fibrina, la
dilatacion capilar, la migracion y actividad de los fagocitos, asi como la inhibicion de la formacién
de nuevos vasos sanguineos, la deposicion de colageno y la formacion de queloides. En general,
las acciones de los corticosteroides topicos son catabdlicas. (Centro Nacional de Informacion

Biotecnoldgica, 2024).

1.2.1.4 Usos clinicos

la dexametasona tiene una gran variedad de usos, estd indicada para el tratamiento de
diversas afecciones meédicas. En alergias graves, se utiliza para manejar urticaria, urticaria
postransfusional, edema laringeo y rinitis alérgica. También es efectiva en enfermedades
respiratorias como asma y neumonia. En dermatopatias, trata pénfigo, dermatitis seborreica y
exfoliativa, psoriasis grave, dermatitis de contacto, eritema multiforme y el Sindrome de Stevens-
Johnson. Ademas, es utilizada en enfermedades reumatoldgicas, incluyendo dermatomiositis
sistémica, polimiositis, lupus eritematoso sistémico, arteritis temporal, artritis juvenil, osteoartritis

y artritis psoridsica. En el ambito gastrointestinal, En hematopatias, se indica para anemia



hemolitica, eritroblastopenia y anemia congénita hipoplasica, y en nefropatias para el sindrome
nefrotico y proteinuria. También es utilizada como tratamiento auxiliar en infecciones pulmonares
como la tuberculosis infecciosa y para manejar la hipercalcemia secundaria a tratamientos
oncologicos. La dexametasona se aplica en el tratamiento de leucemias, especialmente la leucemia
linfocitica aguda, y en oftalmopatias, para conjuntivitis alérgica, herpes zdster oftalmico, iritis,
queratitis y uveitis (Ferreira, 2015), ademas en endocrinologia en el diagnostico del sindrome de
Cushing y para tratar nauseas y vomitos, también se recomendo el uso para pacientes con Covid-
19 en estado grave (Johnson, Lopez & Kelley, 2023; Tortosa, Balaciano, Carrasco, Chaves, Garcia,

Montero & Sanguine; 2020).

1.2.1.5 Efectos secundarios y contraindicaciones
Los corticoides sistémicos son medicamentos muy efectivos tanto para reducir la
inflamacién como para suprimir la respuesta inmune. La mayoria de las investigaciones que
analizaron los factores asociados con la frecuencia de efectos adversos relacionados con los
corticosteroides encontraron que la dosis, la edad, el género, la duracion del tratamiento, el historial
previo de tratamientos, el habito de fumar y los niveles de colesterol son determinantes clave del

riesgo (Manson, Brown, Cerulli, & Vidaurre, 2009)

Durante su administracion, es crucial realizar un seguimiento regular de varios parametros
de salud, incluyendo los niveles de glucosa en sangre, el perfil lipidico, electrolitos, peso corporal,
presion arterial, temperatura corporal, la vista y la densidad dsea. Los efectos secundarios de estos
medicamentos tienden a incrementarse con dosis mas elevadas, tratamientos mas largos y
administraciones mas frecuentes. Después de un uso prolongado, la interrupcién de los corticoides
debe hacerse de manera gradual para evitar la insuficiencia suprarrenal (Botargues, Enz & Musso,

2011).



La terapia con glucocorticoides puede ocasionar efectos secundarios sistémicos graves,
especialmente cuando se administra cronicamente o en dosis elevadas. Estos efectos secundarios
pueden tener un impacto significativo en la calidad de vida, la esperanza de vida y los costos de
atencion médica. Entre los efectos adversos se incluyen desde aumento de la sensibilidad al acido
estomacal hasta depresion de las glandulas suprarrenales, inmunosupresion, hipertension,
trastornos psicologicos, sindrome de Cushing exdgeno con piel delgada y fragil, osteoporosis,
atrofia muscular, aumento de peso y diabetes inducida por esteroides (Bordag, N., Klie, S., Jurch et

al., 2015)

Los corticosteroides, aunque ampliamente utilizados en medicina, son una “espada de
doble filo”: pueden ser altamente beneficiosos si se usan correctamente, pero también provocar
efectos adversos graves si se administran en dosis inadecuadas o durante periodos prolongados

(Yasir, Goyal & Sonthalia, 2023).

1.2.1.6. Toxicidad
Diversos estudios que emplean condrocitos humanos saludables han demostrado que
incluso dosis bajas de Dexametasona pueden causar muerte celular y disminuir la proliferacién
celular, lo que indica posibles efectos secundarios citotdxicos y catabolicos. No obstante, los
efectos observados de Dexametasona varian considerablemente segun la dosis, el modelo

utilizado, la duracion del tratamiento y el contexto (Black & Grodzinsky, 2019)

1.2.2 Toxicologia

la toxicologia se define como la ciencia que estudia los efectos adversos de sustancias
quimicas, agentes bioldgicos y factores fisicos en los organismos vivos. Esta disciplina se centra

en comprender cdmo estos agentes pueden provocar dafios en la salud y el ambiente, asi como en
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establecer métodos para prevenir, diagnosticar y tratar intoxicaciones. La toxicologia aborda
aspectos como la naturaleza de los toxicos, los mecanismos de accion, la evaluacion de riesgos y
la regulacion de sustancias peligrosas (Repetto y Repetto; 2009), se define como la ciencia que
estudia los efectos nocivos de los agentes quimicos en los organismos vivos, analizando tanto los
mecanismos de accion como las consecuencias de la exposicion a estos agentes. Esta disciplina
aborda la evaluacion del riesgo toxico, la identificacion de sustancias peligrosas y el desarrollo de

estrategias para prevenir y tratar intoxicaciones (Giannuzzi; 2018)

1.2.2.1 citotoxicidad
Se refiere al dafio que pueden causar ciertos agentes quimicos o fisicos a las células,
llevando a la muerte celular o a alteraciones en su funcionamiento. Esta puede manifestarse a través
de diferentes mecanismos, como la inhibicion de la sintesis de proteinas, la induccion de estrés
oxidativo, o la perturbaciéon de las membranas celulares, lo que puede resultar en la apoptosis

celular (Repetto y Repetto; 2009).

La citotoxicidad se evalla mediante diferentes pardmetros que miden la viabilidad celular,
la proliferacion, la morfologia celular, y el estrés oxidativo, entre otros. Esta evaluacion es
fundamental para comprender cémo las sustancias toxicas pueden afectar la salud celular y

contribuir a efectos adversos en el organismo (Damin & Dadic; 2021).

1.2.2.2 Genotoxicidad
Es la capacidad que tiene una sustancia quimica para dafiar el material genético (ADN) de
las células, lo que puede resultar en mutaciones, inestabilidad cromosémica y, potencialmente, en
el desarrollo de cancer. La genotoxicidad puede manifestarse a través de diversas formas de dafio
al ADN, incluidas roturas de hebra simple o doble, adicién de grupos quimicos al ADN, y errores

en la replicacion del material genético, la evaluacion de la genotoxicidad es fundamental en la
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toxicologia, ya que el dafio al ADN puede tener repercusiones a largo plazo en la salud de los

organismos y en la transmision de efectos adversos a las generaciones futuras (Giannuzzi; 2018).

La genotoxicidad se calcula mediante 2 técnicas:

» Micronucleos: se definen como estructuras nucleares adicionales que se forman en
el citoplasma de las células durante la division celular. Estas estructuras son el
resultado de fragmentos de cromosomas O cromosomas enteros que no se
incorporan correctamente al ndcleo principal durante la mitosis o la meiosis. La
presencia de microndcleos es un indicador de dafio genético y puede estar asociada
con diversos factores, incluidos agentes quimicos, radiacion y condiciones
patoldgicas, son utilizados como biomarcadores en estudios de genotoxicidad, ya
que su formacion sugiere que ha habido un dafio en el ADN, lo que puede aumentar
el riesgo de desarrollo de cancer y otras enfermedades relacionadas con la

inestabilidad genética (Damin & Dadic; 2021).

Mediante la tabla 2 se podra clasificar el nivel de toxicidad del farmaco estudiado.
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Tabla 2

Niveles de Toxicidad para la frecuencia de Micronucleos, expresado en porcentaje (FMN%)

FMN (%) Nivel de Descripcion Referencia
Toxicidad
<0.5% minima 0 Valores normales observados en lzzotti, A., Rosano,
nula controles negativos; no hay C., & La Maestra,
genotoxicidad significativa. S. (2023).
0.5% - 1% Leve Aumento leve en la frecuencia de Fernandes, T.C., &
micronucleos; posible exposicion a Marin-Morales, M.
agentes toxicos leves. A. (2007).
1% - 2% moderada Incremento significativo en la frecuencia Igbal, M. (2016).
de microndcleos; indica genotoxicidad
moderada.
2% - 3% Alta Alta frecuencia de micronucleos; lzzotti, A., Rosano,
exposicion a agentes genotdxicos fuertes C., & La Maestra,
0 concentracion elevada de toxicos. S. (2023).
> 3% severa Frecuencias muy  elevadas de Igbal, M. (2016).
micronudcleos; genotoxicidad severa y
dafio cromosdémico importante.
» Células Binucleadas: se definen como células que presentan dos nucleos en su

dafios en las células (Damin & Dadic; 2021).

citoplasma. Esta condicion puede surgir de varios mecanismos, como la fusion de
células individuales, la division celular fallida (mitosis) que no logra completar la
citocinesis, o la respuesta a condiciones patologicas o estresantes, la presencia de
células binucleadas puede ser un indicador de alteraciones en el ciclo celular y se
asocia a procesos de dafio genético o a la exposicidn a agentes toxicos. En estudios
de toxicologia, el conteo de células binucleadas se utiliza como un pardmetro para

evaluar la genotoxicidad y la efectividad de ciertos tratamientos en la mitigacion de

Mediante la tabla 3 se podra clasificar el nivel de toxicidad del farmaco estudiado.
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Tabla 3

Niveles de toxicidad para la frecuencia de células Binucleadas expresado en porcentaje (FBN%)

FBN (%0) Nivel de Descripcion Referencia
Toxicidad

<0.1% minima o nula Valores normales observados en lzzotti, A., Rosano,
controles negativos, sin C., & La Maestra, S.
evidencia de genotoxicidad. (2023).

0.1% - 0.5% Leve Aumento leve en la frecuenciade Cenkci, S., Korkmaz,
células binucleadas; exposiciona M., & Kalkan, Y.
toxicos leves. (2010).

0.5% - 1% Moderada Incremento moderado en células Igbal, M. (2016)

binucleadas; indicativo de dafio
genotdxico moderado.

1% - 2% Alta Frecuencia elevada de células Cenkci, S., Korkmaz,
binucleadas; dafio significativo M., & Kalkan, Y.
en el proceso de division celular.  (2010).

> 2% Severa Valores extremadamente altos de Igbal, M. (2016).
células binucleadas; sefial de
disfuncion severa en la division
celular.

1.2.3 Annona muricata L.

Conocido como guanabana, soursop, graviola, es un arbol frutal originaria de América
Central y se encuentra ampliamente distribuida por el sudeste asiatico, América del Sury las selvas
tropicales de Africa. Esta planta crece mejor a altitudes inferiores a 1200 metros sobre el nivel del
mar, con temperaturas de entre 25 y 28 °C, humedad relativa del 60% al 80%, C y con maés de
1500 mm de precipitacion anual. Es una planta perenne que florece y produce frutos casi todo el
afio. Sus hojas son obovadas, oblatas y acuminadas, con una superficie superior de color verde
oscuro, gruesa y brillante. El fruto es verde, de forma acorazonada, con una piel suave y espinosa

que encierra una pulpa jugosa, aromatica y acida (Mutakin, et al., 2022).
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Su clasificacion taxondmica se presenta de la siguiente manera:

Reino: Plantae
Division: Tracheophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Magnoliales
Familia: Annonaceae
Género: Annona
Especie: Annona muricata L. (Royal Botanic Gardens, Kew, 2025)
1.2.2.1 Usos tradicionales

Los estudios etnobotanicos han indicado que A. muricata se utiliza para tratar infecciones
bacterianas y fungicas, y posee actividades antihelminticas, antihipertensivas, antiinflamatorias y
anticancerigenas. Ademas, se emplea como analgésico y para tratar fiebre, enfermedades
respiratorias y de la piel, diabetes, y parasitos internos y externos. En varios paises tropicales del
Africa subsahariana, como Uganda, se utilizan todas las partes de la planta para tratar la malaria,
dolores de estdbmago, infecciones parasitarias, diabetes y cancer. Las semillas son usadas como
tratamientos antihelminticos y antiparasitarios, mientras que las hojas, corteza y raices tienen
efectos antiinflamatorios, antihipertensivos, sedantes, antidiabéticos, relajantes del musculo liso y
antiespasmaodicos. Las hojas son utilizadas mediante infusiones para tratar cistitis, diabetes,
dolores de cabeza, hipertension, insomnio y problemas hepaticos, y como agentes antidisentéricos,
antiinflamatorios y antiespasmodicos. Las hojas cocidas se aplican tépicamente para tratar
abscesos. En paises africanos tropicales como Nigeria, las hojas se usan tradicionalmente para
tratar enfermedades de la piel. En América del Sur, el jugo del fruto de A. muricata se usa para

tratar enfermedades cardiacas y hepaticas, y tiene efectos antidiarreicos y antiparasitarios. La pulpa
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del fruto se emplea para aumentar la produccion de leche materna después del parto y tratar el
reumatismo, el dolor artritico, la fiebre, la neuralgia, la disenteria, las enfermedades cardiacas y
hepaticas, y las erupciones cutaneas, ademas de tener propiedades antidiarreicas, antimalaricas,

antiparasitarias y antihelminticas (Mutakin, et al., 2022).

1.2.2.2 Propiedades Fitoquimicas

Los compuestos predominantes en A. muricata L. incluyen acetogeninas, alcaloides,
flavonoides, aceites esenciales, vitaminas, carotenoides, amidas y ciclopeptidos. Asimismo, la
planta contiene minerales como potasio (K), calcio (Ca), sodio (Na), cobre (Cu), hierro (Fe) y
magnesio (Mg). Entre estos compuestos, las acetogeninas son las mas abundantes en A. muricata
L. Estas son derivados de &cidos grasos de cadena larga presentes ampliamente en la familia
Annonaceae Y se sintetizan a través de la via de los poliquétidos. Las acetogeninas presentan una
cadena alifatica larga de 35-38 carbonos unida a un anillo de y-lactona, con un grupo metilo -
insaturado en el extremo y tetrahidrofurano (THF) a lo largo de la cadena hidrocarbonada. Los
alcaloides mas abundantes en A. muricata L. son la reticulina y la coreximina, siendo los tipos mas
comunes las isoquinolinas, aporfinas y protoberberinas. En cuanto a los flavonoides, el mas comun
es la quercetina, aunque en el extracto de hojas, el flavonoide mas abundante es la rutina, seguido

de la quercetina y el kaempferol (Mutakin et al., 2022).

1.2.2.3 Propiedades Fitoquimicas de la Hoja de Annona muricata L.

Contiene compuestos como:

1.3.2.1.1. Alcaloides:
Son compuestos organicos que se caracterizan por su naturaleza alcalina y por la presencia
de 4&tomos de nitrdgeno con efectos fisioldgicos en el organismo humano y otros seres vivos poseen

la capacidad para afectar el sistema nervioso central, estos poseen actividad antinflamotorias,
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analgésicos y antimicrobianos, son los metabolitos secundarios mas abundantes de la familia
Annonaceae también muestran afinidad por ciertos receptores dopamineérgicos, los cuales estan
vinculados a trastornos del comportamiento significativos como: enfermedad de Huntington
esquizofrenia, la enfermedad de Parkinson y el trastorno por déficit de atencion e hiperactividad,
presentan una actividad dopaminérgica indirecta, ya que son capaces de inhibir la recaptacion de
dopamina lo que significa que estos compuestos aumentan los niveles de dopamina en el cerebro

al bloguear su reabsorcidn en las neuronas (Cortez et al., 2014).

Entre los alcaloides que se encuentran en hojas de Annona muricata L. se encuentran
Coreximine, Swainsonine, Liriodenine, y (S)-narcorydine se destacan por sus propiedades
citotoxicas, ya que se ha comprobado que inducen apoptosis en células cancerosas. Annonaine
también muestra actividad antiproliferativa. Anomuricine, Anomurine, y Annonamine son
conocidos por sus efectos antioxidantes y neuroprotectores, mientras que Casuarine, (R)-O,0-
dimethylcoclaurine, (R)-4’O-methylcoclaurine, N-methylcoclaurine, y Stepharine poseen
propiedades antiinflamatorias y analgésicas, contribuyendo al alivio del dolor. Compuestos como
Isoboldine, Reticuline, y Xylopine tienen actividad antioxidante, mientras que Isolaureline y N-
methylcoclaurine muestran efectos antimicrobianos. Finalmente, los compuestos de tipo
pirrolidina, como DMDP (2,5-Dihydroxymethyl-3,4-dihydroxypyrrolidine) que es un inhibidor de
Glucosidasa I, actividad antiviral y nematicida, Deoxymannojirimycin que ayuda a controlar los
niveles de glucosa en sangre y Deoxynojirimycin que posee actividades antihipertrigliceridémicas,

antivirales y antiobesidad (Mutakin et al., 2022).

1.3.2.1.2. Acetogeninas:
Estructuralmente, se distinguen por tener una cadena alifatica de 32 o 34 atomos de

carbono, una y-lactona terminal y diversas funciones oxigenadas, entre las cuales se incluyen uno
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o varios anillos tetrahidrofuranicos. Las acetogeninas (ACG) de las Annonaceas se derivan
biogenéticamente de acidos grasos y poseen largas cadenas de carbono con una y-lactona terminal
y anillos tetrahidrofuranicos distribuidos a lo largo de la cadena. Estas moléculas son exclusivas

de la familia de las Annonacea (Corteés et al., 2014).

Las acetogeninas son metabolitos secundarios bioactivos presentes exclusivamente en
varios géneros de la familia Annonaceae. Estas se reconocen como los compuestos bioactivos mas
importantes en la familia Annonaceae (Gavamukulya, Wamunyokoli, EI-Shemy; 2017) Estos
compuestos son una clase singular de derivados de &cidos grasos de cadena larga que exhiben
potentes efectos anticancerigenos, pesticidas y otros efectos bioldgicos tanto in vivo como in vitro.
La mayoria de las acetogeninas anonaceas tienen un nuacleo de uno o dos anillos de
tetrahidrofurano (THF) y un anillo terminal de y-lactona o, B-insaturada (LR) (Barrachina et al.,

2007).

Las acetogeninas de las Annonaceas son compuestos citotdxicos con propiedades
antitumorales, plaguicidas, antimalaricas, antihelminticas, antiviricas y antimicrobianas. (Cortés,
et al., 2014), Diversos estudios han revelado que las acetogeninas presentan una citotoxicidad
superior a la de los alcaloides y la rotenona, un compuesto citotdxico sintético. Las acetogeninas
y los alcaloides son objeto de intensas investigaciones debido a la controversia sobre su potencial

terapéutico frente a su efecto neurotdxico (Gavamukulya, Wamunyokoli & EI-Shemy; 2017).

Se encuentran acetogeninas como: Annocatalin, Annokatin, Annonacin con potencial
citotoxico, mientras que Annocatacin, Annomontacin y Corossolone se destaca por su
citotoxicidad y potencial anticancerigeno, al igual que Annomuricin, Goniothalamicin y
Annonacin A, una variante de annonacina con propiedades anticancerigenas, Montanacin se

considera prometedora en estudios anticancerigenos Annonacinone demuestra actividad en células
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tumorales. Corossolin es un potente inhibidor del complejo I mitocondrial, Gigantecin también
muestra actividad antitumoral, y Gigantetronenin exhibe actividad citotdxica en diversas lineas
celulares, mientras que Montanacin E es citotoxica y tiene potencial anticancerigeno. Montanacin
H y Muricatocin A muestra alta actividad citotdxica en estudios de cancer, siendo similar
Muricatocin B, que también combate células tumorales. Muricatocin C cons propiedades
anticancerigenas, mientras que Solamin induce apoptosis en células cancerosas, Montanacin D, y

Annomuricin B evidenciando el potencial terapéutico de estos compuestos (Mutakin, et al., 2022).

1.3.2.1.3. Flavonoides:

Los flavonoides se encuentran en una gran variedad de plantas y son conocidos por ser los
pigmentos que dan color a las hojas, especialmente en otofio. Se encuentran en abundancia en
semillas, citricos, aceite de oliva, té y vino tinto. Estos compuestos de bajo peso molecular tienen
una estructura de tres anillos con diversas sustituciones (Middleton, Kandaswami & Theoharides,

2000).

Los flavonoides pueden actuar como prooxidantes en dosis muy altas, la mayoria de las
investigaciones han demostrado que tienen efectos antiinflamatorios, antivirales y antialérgicos,
ademas de desempefiar un papel protector en enfermedades cardiacas, cancer y diversas patologias
(Martinez, Et al, 2002), tienen efectos en la quimioprevencion del cancer y la quimioterapia (Ren,

Qiao, Wang, Zhu & Zhang, 2003).

Entre ellos se encuentran, Apigenin-6-C-glucoside, Argentinine, Gallocatechin, Genistein,
Quercetin, Quercetin-3-O-glucoside, Robinetin, y Tangeretin son reconocidos por sus efectos
antioxidantes y su capacidad para combatir el estrés oxidativo, promoviendo asi la salud celular y
cardiovascular. Adicionalmente, Daidzein, Glycitein, y Kaempferol son flavonoides

isoflavonoides que también presentan propiedades antioxidantes y efectos en la regulacion
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hormonal, con un potencial en el tratamiento de enfermedades hormonales y en la prevencion del
cancer. Epicatechin se destaca por su capacidad para reducir el estrés oxidativo y mejorar la salud
cardiovascular, mientras que Isoferulic acid y Homoorientin son reconocidos por sus propiedades
neuroprotectoras y proteccion contra el dafio celular. Finalmente, Rutin que se caracteriza por su
capacidad para mejorar la circulacion, actuando como antioxidante y antiviral, lo que resalta la
diversidad de funciones que estos flavonoides pueden desempefiar en la salud humana (Mutakin

etal., 2022).

1.3.2.1.4. Taninos
El 4cido galico es un tanino fendlico que ha mostrado propiedades antioxidantes y
antiinflamatorias. Se ha relacionado con la capacidad de proteger las células del dafio oxidativo y

de reducir la inflamacion en diversas condiciones patologicas (Mutakin et al., 2022).

1.3.2.1.5. Vitaminas

Las vitaminas desempefian un papel crucial en la salud humana y presentan diversas
propiedades antioxidantes que contribuyen a la defensa inmunitaria y a la proteccion celular. La
Vitamina C (Acido Ascorbico) es un potente antioxidante que ayuda a combatir el estrés oxidativo
y refuerza el sistema inmunoldgico, mientras que la Vitamina A (Retinol) es esencial para la salud
ocular y la funcién inmune, también actuando como antioxidante, la Vitamina E (Tocoferoles)
protege las ceélulas del dafio causado por los radicales libres, estas vitaminas no solo son
fundamentales para el funcionamiento optimo del sistema inmune, sino que también juegan un
papel protector en la prevencion de diversas enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo

(Mutakin et al., 2022).
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1.3.2.1.6. megastigmare
Es un tipo de compuesto quimico perteneciente a la familia de los sesquiterpenos, derivados
del metabolismo de los carotenoides en plantas. Es un compuesto volatil que contribuye al aroma
de frutas, flores y algunas especies vegetales como el té y el tabaco. Los derivados del
megastigmane, como las megastigmatrienonas, son conocidos por sus propiedades aromaticas,

proporcionando notas afrutadas y florales.

Los triterpenos, como Annoionol A, Annoionol B, y Annoionol C, poseen propiedades
antioxidantes, antiinflamatorias, y actividad antitumoral, En particular, Annoionol B destaca por
su potencial antimicrobiano y citotoxico. Ademas, Annoionoside, un glucésido, muestra
propiedades antimicrobianas y antioxidantes, por dltimo, N-p-coumaroyl tyramine es una amina
que también presenta actividad antiinflamatoria y propiedades antioxidantes, contribuyendo a la
reduccién de la inflamacion y al combate del estrés oxidativo. Estos compuestos destacan por su

multifuncionalidad y su potencial aplicacién en la medicina (Mutakin et al., 2022).

1.2.3 Bioensayos

Los bioensayos o ensayos in vitro son técnicas realizadas especialmente con organismos
sensibles bajo condiciones controladas de un laboratorio, incluyendo cultivos celulares, bacterias,
hongos, insectos, plantas y hasta organismos mas pequefios, como helmintos o artrépodos. Estas
técnicas son utilizadas en diversas areas de la ciencia para evaluar las reacciones de los organismos
frente a la presencia controlada de efectos fisicos o sustancias, 1o que puede incluir efectos
beneficiosos, negativos o incluso toxicidad y muerte. estos permiten describir los eventos
implicados en fendmenos especificos, facilitando la identificacion de la eficacia de diversas

sustancias y la estandarizacidn de su uso antes de realizar pruebas en vertebrados in vivo. Ademas,
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han adquirido importancia debido a las crecientes restricciones en la experimentacion con animales

de laboratorio y de compariia (Avila, Mancilla, Gonzéalez, Sandoval, & Torres 2019).

Un bioensayo es un experimento que evalUa la concentracion o el efecto de una sustancia
sobre organismos vivos. Se utiliza para medir la actividad de productos quimicos como
medicamentos, pesticidas y contaminantes, y puede ser cuantitativo o cualitativo. Estos son
esenciales para identificar y cuantificar el impacto de sustancias quimicas en la salud de los
organismos y en el medio ambiente, al asociar la respuesta de un organismo individual con la de
una poblacion, se asume que las respuestas toxicas observadas en individuos reflejaran efectos
similares a niveles mas altos de organizacion bioldgica. Esto implica que las reacciones tdxicas
detectadas en pruebas a nivel celular o subcelular pueden predecir cambios en la salud general de

la poblacion (Carriquiriborde; 2021).

1.2.3.1 Bioensayos con Vicia faba L

Diferentes plantas pueden servir como modelos para evaluar sustancias bioactivas que
tienen diversas actividades sobre otras especies vegetales. Los estudios de alelopatia (fenémeno
ecoldgico en el que las plantas producen y liberan sustancias quimicas como aleloquimicos que
afectan el crecimiento, desarrollo y comportamiento de otras plantas y organismos) se enfocan en
estas interacciones (Avila et al, 2019) el bioensayo de genotoxicidad de semillas de Vicia faba L.
permiten conocer el nivel de efecto que tienen los agentes xenobidticos con los cuales se someteran
para lo cual se necesita la previa germinacion y desarrollo sin ningin tipo de alteracion en un
medio controlado, por el tamafio de las semillas, el rapido crecimiento, sensibilidad a agentes

toxicos y por ser un excelente biomarcador que la hace un gran bioensayo (Costa, et al; 2019).
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1.2.3.2 Posicion taxondmica de Vicia faba L

Reino: Plantae

Divisién: Tracheophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Fabales

Familia: Fabaceae

Género: Vicia

Especie: Vicia faba L. (NCBI, 2025)
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Il. MATERIALESY METODOS
2.1.Materiales
2.1.1. Area de Procedencia de las Muestras
e Semillas de Vicia faba L. variedad peruanita. Procedente de INIA- Cusco
e Annona Muricata L.

v’ Las hojas de Annona muricata L. fueron recolectadas en el distrito de Huayopata,

provincia de La Convencidn, region Cusco, Perd.
2.1.2. Area de Estudio.

La presente investigacion se realizé bajo condiciones controladas de laboratorio, en el
ambiente (C-273) laboratorio de Biologia Molecular, de la Escuela Profesional de Ciencias

Bioldgicas, de la Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco
2.1.3. Material Biol6gico
e Semillas de Vicia faba L. variedad peruanita
e Hojas de Annona muricata L.
2.1.4. Materiales de Laboratorios
e Equipos

e Balanza Analitica (h.w. Cassel S.A)
e Microscopio Optico (Zeiss)
e Autoclave (P Selecta)

e Destilador (G.F.L, cossodo)
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e Horno (Binder)
e Bafio Maria (Memmert)
e Rotavapor (RS lab)
e Fuente de Poder o alimentacion
e Refrigeradora (LG)
e Equipo fotografico (Xiaomi 10)
e Reactivos:
e Orceinaacética clorhidrica al 2%
o Marca: Spectrum Chemical MFG Corp.
e Carnoy
v' Etanol absoluto (MERK)
v' Acido acético glacial al 100%(MERK)

e Materiales de Vidrio

Laminas porta y cubre objetos

Mortero

Placas Petri

Varilla de vidrio

Matraz de 1000ml, 500ml, 100ml, 50ml
pipetas graduadas (de 10, 5, 1ml)

luna de reloj

DN N N N Y N NN

botellas esmeriladas de 1Lt.

[ J
@)
—
=
(@]
wn

<

Cronometro
v Termometro
v Papel toalla

v" Plumén marcador



v’ Espatulas

v" Guantes

v" Mascarilla

v' lapiceros

e Agente Xenobiotico

v' Dexametasona

v

v
v
v

Marca: Farmaindustria S.A.

Registro sanitario N°EN-05307

Presentacion de 4mg.

Caracteristicas quimicas

o

Nombre de la IUPAC: (8 S,9R,10S,11S,13S,14 S,
16 R, 17 R)-9-fluoro-11,17-dihidroxi-17-(2-
hidroxiacetil)-10,13,16-trimetil-6,7,8,11,12,14,15,16-
octahidrociclopenta[a]fenantren-3-ona

Peso molecular: 392,5 g/mol
Punto de fusion: 504 a 507 °F
Solubilidad en agua: 89 mg/L (a 25 °C)

Color y forma: polvo cristalino de color blanco a
practicamente blanco
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2.2. Métodos

2.2.1. Flujograma de la investigacion

Metodologia
[
Seleceion de semillas de Ficia faba L. el e i L
T
—
+ -‘_\\‘
| Germinacién y crecimiento radicular | | ) i )
| Tdentificacién botanica,
| Inoculacién de Dexametasona al 0.1% | | por medio del Herbario
| Vargas-CUZ
' . |
Evaluacién del efecto citotéxico y genotdxico de Dexametasona l
al 0.1%
i 1 Secado,
- ~ 2. Trituracion
Evaluacion dt’el efecto citoprotector del extracto Andlisis fitoquimico  « 3 Maceracién
alcohdlico de Annona muricata L. 4. Filtrado
\, . J 5. % rendimiento
% 6. Extracto seco

8 tratamientos

Concentracion toxica de dexametasona + extracto
alcohdlico a 70° de Annona Muricata L en diferentes S
concentraciones (0.25; 0.5y 1%)

Obtencidn del extracto alcohdlico a 70°

L4 -Indice Mitético y de fases (Profase, Metafase, Anafase y Telofase
Evaluacién del efecto -Frecuencia de Micronticleos
protector e -Frecuencia de Células Binucleadas

-Indicen de puentes Anafasicos

\
v

ANALISIS DE DATOS

2.2.2. Disefio Experimental

La presente investigacion es de tipo experimental, ya que se manipularon de forma
controlada las variables independientes (tratamientos con extracto alcohdlico de Annona muricata
L., dexametasona y combinaciones de ambos) para observar su efecto sobre variables dependientes
como el indice mit6tico, la frecuencia de micronucleos, células binucleadas y puentes anafasicos

en células meristematicas de Vicia faba L.
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El enfoque de la investigacion es cuantitativo, pues se recopilaron datos numéricos a traves
de conteos microscopicos, los cuales fueron procesados estadisticamente para establecer
diferencias significativas entre tratamientos mediante analisis de varianza (ANOVA), prueba de

comparaciones multiples de Duncan, dependiendo del caso.

El nivel de la investigacion es explicativo, ya que busca determinar si el extracto alcoholico
de Annona muricata L. posee un efecto citoprotector frente a los dafios inducidos por la
dexametasona, estableciendo asi una posible relacién de causa y efecto entre los tratamientos

aplicados y las alteraciones celulares observadas.

Respecto al disefio experimental, se emple6é un disefio completamente aleatorizado con
grupos independientes, en el cual se asignaron ocho tratamientos a grupos experimentales
distintos, manteniendo el control de las condiciones experimentales (tiempo de exposicion, tipo de
muestra, numero de observaciones por tratamiento). Este disefio permitié comparar los efectos
entre los grupos tratados y los grupos control, a fin de evaluar el efecto protector del extracto frente

al agente toxico.

2.2.3. Muestreo de hojas de Annona muricata L.

Se recolecto hojas maduras de Annona muricata L. con informacion de Servicio Nacional
Forestal y de Fauna Silvestre (SERFOR), que segun de acuerdo a la Ley N°29763, Ley Forestal
y de Fauna silvestre y su reglamentos, el SERFOR otorga autorizaciones de investigacién
cientifica en caso que estas involucren recursos forestales y de fauna silvestre, en ese sentido al
ser la Annona muricata L. una especie de frutal cultivada no identificada como recurso forestal
silvestre, no requiere permiso de colecta (Anexo 9), para lo cual se recolecto aproximadamente 2

kg. en el distrito de Huayopata, de la provincia de La Convencién, region Cusco.
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Figura 1

Punto de recoleccion de Hojas de Annona muricata L. zona boscosa de Arboles frutales de Guanabana
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2.2.4. Determinacién Botanica de Annona muricata L.

La identificacion boténica de la especie se realizo en el Herbario Vargas CUZ-UNSAAC,
para lo cual se prepar6 muestras de ramas de Annona muricata L. en prensa botanica, de lo

recolectado, preparado de acuerdo a lo indicado por el herbario Anexo (10).
2.2.5. Obtencidon de Extracto Alcoholico de Annona muricata L.

Se realiz6 mediante la técnica de maceracion, la maceracion es un método convencional de
extraccion que posee caracteristicas muy resaltantes como: ser un proceso sencillo, econémico, de
tiempo reducido, adecuada para plantas y compuestos sensibles al calor, etc. (Tambun, Alexander
& Ginting; 2021) EIl proceso de extraccion por este método se realizd sumergiendo la muestra en
el solvente de extraccion. Que fue el etanol a 70° y un rotavapor para la evaporacion del solvente

de extraccion (Azwanida; 2015).

Se pes6 2 Kg de peso fresco aproximadamente de hojas de Annona muricata L. en una
balanza para luego secarlas en horno a una temperatura de 40°C por 72 horas, luego se procedio a
triturar en mortero 0 moledora de semillas hasta obtener un polvo fino para luego colocarlo en un
recipiente con etanol a 70° por 14 dias y recubrir por completo el polvo fino de las hojas en un
recipientes de frascos color ambar, al cumplirse el tiempo determinado se procedio a filtrar el
macerado por el papel filtro Watman N°40 y remover suavemente con una cucharilla hasta obtener
todo excedente de las hojas molidas, el filtrado se realizd dos veces, posteriormente se llevo al
rotavapor o evaporador rotatorio por 24 horas hasta obtener una melcocha libre del solvente ya
que se estuvo evaporando y finalmente se llevé al horno a 45°C hasta obtener el extracto seco.
Esto se almaceno en un frasco &mbar en la refrigeradora hasta su posterior uso en el analisis

fitoquimico y en el ensayo del efecto citoprotector de este extracto (Villar de Fresno, 1999)
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2.2.6. Marcha Fitoquimica de Annona muricata L.

Se realizO mediante el método a la gota y Solubilidad en diferentes solventes, en
instalaciones de la Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco. En el laboratorio de

cromatografia y espectrofotometria, perteneciente a la Facultad de Ciencias de la UNSAAC.

El ensayo fitoquimico realizado al extracto consistio en reacciones de coloracion y/o
precipitacion en el que se evalud la presencia o ausencia de metabolitos secundarios, el extracto
seco obtenido se diluy6 en agua destilada a una concentracién de 2 mg en 20 mL, con el fin de
llevar a cabo reacciones de coloracion y precipitacion para la identificacion de metabolitos

secundarios.
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Tabla 4

Marcha Fitoquimica

Compuesto a

Reactivo o prueba

Procedimiento

Resultado positivo

identificar aplicada resumido esperado
Alcaloides Reactivo de Dragendorff o Afadir 2-3 gotas al Precipitado blanco o
Mayer (Sofowora, 1993) extracto en tubo de anaranjado
ensayo
Flavonoides Prueba de Shinoda Afadir magnesio y Color rojo o anaranjado
(Harborne, 1998) gotas de HCI
concentrado
Taninos Cloruro férrico FeCls Afadir 2-3 gotas de Color verde oscuro o
(Trease & Evans, 2002) FeCls al 1% azul intenso
Saponinas Prueba de espuma Agitar vigorosamente 5  Formacién de espuma
(Sofowora, 1993) mL del extracto con estable (=15 min)
agua destilada
Terpenos / Liebermann-Burchard Mezclar con acido Color verde (terpenos)
Esteroides (Harborne, 1998) acético anhidro y 0 violeta (esteroides)
H>SO4 concentrado en
las paredes del tubo
Quinonas Hidroxido de sodio NaOH  Mezclar extracto con Color rojo o rojo
(Trease & Evans, 2002) NaOH al 1% ladrillo
Fenoles Cloruro férrico FeCls Agregar 3 gotas al Color azul o verde
(Trease & Evans, 2002) extracto intenso

2.2.7. Determinacion del efecto citotdxico de dexametasona y el efecto citoprotector del

extracto alcohdlico de Annona muricata L. inducido al dafio toxico por

dexametasona en Vicia faba L.

v’ Preparacion de materiales y reactivos

e Semillas: Se seleccionaron semillas viables de Vicia faba L., descartando aquellas

con dafos visibles o malformaciones.

e Extracto alcohdlico de A. muricata L.: Preparado a partir de hojas secas pulverizadas,

maceradas en etanol al 70% (v/v) por 72 horas, con agitacion ocasional.
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Posteriormente se filtrdé y concentré con rotavapor hasta obtener un extracto seco,
que se reconstituyo en agua destilada para obtener concentraciones de 0.25%, 0.5%

y 1% (p/v).

Solucion de dexametasona: Se prepar6 una solucién de dexametasona al 0.1% (p/v)

usando dexametasona de grado farmaceutico disuelta en agua destilada estéril

v' Germinacién y elongacion radicular

Las semillas fueron remojadas en agua destilada durante 24 horas para favorecer la

imbibicion.

Posteriormente se colocaron en placas Petri para su germinacion con papel toalla

hdmedo, cubiertas para evitar deshidratacion.

Las semillas se mantuvieron a temperatura ambiente (20-25°C) en oscuridad

parcial hasta alcanzar raices de 1-2 cm de longitud (aproximadamente 3-5 dias)

Para luego ser expuestas en los diferentes tratamientos en vasos precipitados de

10ml.
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v’ Disefio experimental de los Tratamientos

Tabla 5

Disefio experimental

T1 Control (agua destilada) Control
Durante 16 hotras

T3 Extracto alcohdlico a 70°de hojas secas de Annona EAAmM 0.25%(p/v)
muricata L. al 20%. (0.25%)
Durante 16 horas

T5 Extracto alcohdlico a 70°de hojas secas de Annona EAAM 1%(p/v)
muricata L. al 20%. (1%)
Durante 16 horas

T7 Extracto alcohdlico a 70°de hojas secas de Annona EAAmM 0.5%(p/v)
muricata L. al 20%. (0.5%)
Durante 16 horas
+ DEX
Dexametasona 0.1%
Durante 16 horas

+
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Finalizado los tiempos de exposicion de los tratamientos se procedio a seleccionar 3
plantulas por tratamiento y se procedié a seccionar 3 raicillas de cada una de estas. Las raicillas
disectadas fueron lavadas con agua destilada tres veces para su posterior preparacion
citoldgico, coloracion y observacion, para asi evaluar el nimero de Micronucleos, células
Binucleadas, Puentes Anafésicos, células en interfase, profase, metafase, anafase y telofase y
poder hallar el indice mitético, indice de Fases (Profase, Metafase, Anafase y Telofase), indice

de Puentes Anafasicos y frecuencia de Micronucleos y células Binucleadas.

2.2.7.1.0btencion de los preparados citoldgicos.

Al finalizar los experimentos de cada uno de los tratamientos bajo el tiempo requerido, se
procedid a cortar los extremos radiculares aproximadamente de 3- 5cm de una raicilla de cada
plantula seleccionada, Con ayuda de un bisturi y tijeras, se preservo en frascos con Carnoy
debidamente rotulados y tapados de forma hermética con una cantidad de 20ml para cada
tratamiento y asi conseguir la fijacion del tejido ya que es especialmente eficaz en la preservacion
de &cidos nucleicos por su eficacia en la conservacion de nucleos, cromatina y que no continue la
divisién celular ni desarrollo de las raicillas, luego tefiir y después se procedio a la preparacion

citoldgica para los ensayos correspondientes.

Se procedi6 a lavar tres veces con agua destilada los extremos radiculares para asi quitar

todo rastro de Carnoy para comenzar su tincion (Tjio & Levan, 1950).

2.2.7.2. Coloracion, montaje y observacién
Para la tincion con Orceina acética al 2% se tuvo que preparar este reactivo (Anexo 4). Los
extremos radiculares ya lavados 3 veces con agua destilada se sometieron a la coloracién por un
periodo de 30 minutos como: Se colocaron las raicillas en las lunas de reloj donde se cubrieron

por completo con el colorante Orceina acética al 2% para luego someterlos a la Ilama del mechero
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hasta que hayan emitido el primer vapor blanco comprobando al someter las lunas en el dorso de
la mano, esto se realizo en intervalos de 5 minutos por 3 veces, finalmente se dejo reposar las

muestras en el colorante por 15 minutos (Tjio & Levan, 1950).

Posteriormente, los meristemos radiculares coloreadas fueron cortados
aproximadamente de 0.5mm a 1mm, luego fueran colocadas sobre la l&mina de portaobjetos
debidamente rotulado, se afiadio una gota de colorante sobre el extremo radicular y sobre este se
coloco la lamina de cubreobjetos, con la ayuda de un lapiz, se efectudé suavemente algunos
golpeteos sobre el cubreobjetos para dispersar las células de la muestra. Finalmente, se aplicé la
técnica de "Squash", por cada tratamiento se prepararon 4 l&minas y se observaron 40 campos por

lamina, todo esto por triplicado

Se procedié a examinar las muestras montadas al azar bajo el microscopio éptico
utilizando un objetivo de 100X con ayuda del aceite de inmersion para conseguir un gran aumento
de 1000X para continuar con el conteo respectivo de las células que se encuentren las diferentes
fases de la division celular y presencia de anomalias cromosomicas (Tjio & Levan, 1950; Sharma

& Sharma, 1965).

2.2.7.3.Determinacion del Indice Mitético e Indice de Fases.

El indice mitético (IM) es una medida que se utiliza en estudios de citogenética y biologia
celular para evaluar el grado de proliferacion celular en un tejido o0 muestra bioldgica. Este indice
indica la proporcion de células que se encuentran en proceso de mitosis en un momento dado y es
un indicador til para analizar la actividad celular en condiciones normales o patoldgicas, como el

cancer (Fenech, 2000)

36



Para el indice Mitético (IM) y el indice de Fases (Profase, Metafase, Anafase y Telofase)
se examin0 alrededor de 40 campos por cada tratamiento, con aproximadamente 500 células

observadas en cada una de ellas, esto se realizo por triplicado por cada tratamiento.

Se efectuo el conteo de todas las células observadas que se encontraron en las distintas

fases de la mitosis, que incluyen la interfase, profase, metafase, anafase y telofase,

Se calcul6 el porcentaje del indice mitdtico e indice de fases, con las siguientes

formulas:

La formula para determinar el indice mitético (IM) e indice de fases (IF) es:

IM = NeM x 100
" NTC

IF = NCFM x 100
" NCM

Donde:

o IM: Indicé Mitético

o NCM: Numero de células en mitosis

o NTC: Numero total de células meristematicas.

o IF: Indice de Fases (Profase (IP), Metafase (IM), Anafase (1A) y Telofase (1T))
o NCFM: Numero de Células en Fase de Mitosis

2.2.7.4.Determinacion del Indice de Puentes Anafésicos
Los puentes anafasicos son anomalias cromosdmicas que ocurren durante anafase de la
mitosis, cuando las cromatidas hermanas no se separan correctamente hacia los polos opuestos de
la célula. Este error se traduce en la formacion de una estructura similar a un "puente™ entre los

polos de la célula. Los puentes anafasicos se observan como filamentos de cromatina que conectan
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a las cromatidas que deberian haber sido separadas completamente (Nielsen, Hansen & Hertz;

2014).

Se llevd a cabo el conteo de 40 campos de las 4 1aminas, lo que dio como resultado un total
de 2000 celulas observadas aproximadamente para cada tratamiento y esto por triplicado para cada

repeticion

Se hall6 el indice de Puentes Anafasicos mediante la siguiente formula:

o PA: indice de Puentes Anafasicos
o NPA: Numero de puentes Anafésicos
o NTCA: Numero total de células en Anafase

2.2.7.5.Determinacion de Micronucleos (MN);

Los ensayos de micronucleos han surgido como uno de los enfoques preferidos para evaluar
el dafio en los cromosomas. Estos ensayos permiten una medicion precisa tanto de la pérdida de
fragmentos cromosomicos como de la rotura de los cromosomas. Esto se debe a que los
micronucleos se manifiestan exclusivamente en células que han completado la division nuclear.

(Fenech, 2000).

Se tomo en cuenta los Protocolos obtenidos de (Beltran & Beltran, 2016; Fenech, 2000;)
tanto para el Test de Microntcleos como del indice Mitético (Tjio & Levan 1950), con algunas

modificaciones.

Se llevd a cabo el conteo de 40 campos de las 4 laminas, lo que dio como resultado un total
de 2000 celulas observadas aproximadamente para cada tratamiento esto por triplicado para cada
tratamiento
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Para la identificacion de los micronucleos, se tomaron en cuenta los criterios de seleccion

segun (Zalacain, Sierrasesimaga & Patifio;2005)

Se report6 la frecuencia de microndcleos mediante la siguiente formula:

FMN (NCM) 100
= k
NTC

Donde:

o FMN: Frecuencia de Células con Micronucleos
o NCM: Numero de Células con Micronucleos
o NTC: Numero Total de Células

2.2.7.6.Determinacion de Células Binucleadas (BN)

Las células binucleadas son células que contienen dos nucleos dentro de un mismo
citoplasma. Esta condicion generalmente ocurre debido a una division celular incompleta o
defectuosa durante la citocinesis, el proceso final de la mitosis en el que el citoplasma de la célula
madre se divide para formar dos células hijas. Cuando la citocinesis no se completa correctamente,

las células pueden terminar binucleadas en lugar de dividirse en dos células individuales (Fenech,

2007)

Se reporta la frecuencia de células binucleadas mediante la siguiente formula:
FBN (NCB) 100
=|— *
NTC

Donde:

o FBN: frecuencia de células Binucleadas
o NCB: nimero de células binucleadas

o NTC: nimero total de Células
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2.2.8. Analisis de los Datos

Los resultados se colocaron en tablas y graficos de Excel de todos los campos observados
y conteos realizados en todos los tratamientos, para lo cual se calcul6 los promedios mas o menos
la desviacion estandar de cada tratamiento de las tres repeticiones, para calcular sus indices y
frecuencias. se procedid a realizar el analisis de varianza 0 ANOVA vy asi se identificd que las
medias de los tratamientos presentaron diferencias significativas. Lo cual indico que al menos
existe un grupo o tratamiento que es significativamente diferente a los demas, lo que procedi6 a
realizar una prueba post hoc para identificar especificamente cual o cuales son los tratamientos
presenten una diferencia significativa entre sus medias, para esto se realiz6 la prueba de contraste
de medias de Dunncan que se usO para realizar las comparaciones mdaltiples entre todos los
tratamientos y determinar cual de estos presentaron diferencias significativas entre si con un nivel
de confianza del 95% (p<0,05). Todo el analisis se realizé mediante el uso del paquete estadistico

SPSS version 29.0 (Araujo, 2012).
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I1l. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 De la marcha Fitoquimica

Los resultados obtenidos de la marcha fitoquimica del extracto alcohélico a 70° de hojas

de Annona muricata L seco al 20%. se detallan a continuacion en la tabla 6.

Tabla 6
Resultado de marcha fitoquimica del extracto alcoholico al 70° de hojas de Annona muricata L.

seco al 20%

Compuesto Evaluado Resultado
Compuestos Fenolicos +++ (Abundante)
Flavonoides +++ (Abundante)
Alcaloides — (Ausente)
Triterpenos y Esteroides +++ (Abundante)
Saponinas — (Ausente)
Taninos — (Ausente)
Quinonas — (Ausente)
Nota:

e +++: Abundante

e ++: Poco

e +: Muy poco

e — Ausente

Los resultados muestran abundante presencia de compuestos fenolicos, flavonoides, y
triterpenos/esteroides en el extracto alcohdlico de hojas de Annona muricata L. estos metabolitos
secundarios son conocidos por sus propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y
anticancerigenas, lo que respalda el uso tradicional de esta planta en la medicina natural.
(Gavamukulya, Wamunyokoli, EI-Shemy; 2017) Por otro lado, compuestos como los alcaloides,

saponinas, taninos, y quinonas estuvieron ausentes en las pruebas realizadas, aun cuando la
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bibliografia reporta la presencia de estos metabolitos, los resultados obtenidos podrian deberse a
las evaluaciones cualitativas realizadas o también pueden no estar completamente presentes en el

extracto alcohdlico de Annona muricata L. debido a su limitada solubilidad en alcohol.

Los taninos son mas solubles en agua que en alcohol por sus humerosos grupos hidroxilo,
que forman enlaces de hidrdgeno con solventes polares. Aunque pueden disolverse parcialmente
en alcohol, la extraccion es mas eficiente con mezclas acuosas o acetona (Haslam, 1998). Esto

explica su presencia limitada en extractos alcohélicos de plantas como Annona muricata L.

Las quinonas, debido a su estructura aromatica y grupos carbonilo, requieren solventes mas
apolares como éter o cloroformo para una mejor extraccién. Aunque pueden disolverse
parcialmente en alcohol, su solubilidad es mayor en otros disolventes, lo que limita su presencia

en extractos alcoholicos (Bentley, 2006).

Los alcaloides, compuestos nitrogenados, son mas solubles en soluciones acidas que en
alcohol. Aunque algunos se disuelven en alcohol, su extraccion es mas eficiente en medios

acidificados, lo que puede reducir su presencia en extractos alcoholicos (Dewick, 2009).

Las saponinas son muy solubles en agua mas que en alcohol debido a su naturaleza
anfipatica, aunque pueden disolverse parcialmente en alcohol, los solventes acuosos y alcalinos
son mas eficientes para su extraccion, lo que limita su presencia en extractos alcohdlicos

(Hostettmann & Marston, 2005).

Auccatoma Cruz (2019) confirmd la presencia de metabolitos secundarios como fenoles,
flavonoides, cumarinas, saponinas, alcaloides, azucares reductores, catequinas y quinonas en el

extracto hidroalcohdlico de hojas de Annona muricata L., a diferencia del presente trabajo que
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presenta ciertos metabolitos como: compuestos fenolicos, flavonoides, triterpenos y esteroides

debido al extracto alcohdlico utilizado a diferencia del otro que fue un extracto hidrosoluble.
3.2 Del Efecto cito y genotoxico de la Dexametasona
3.2.1 Efecto citotoxico de dexametasona al 0.1% en Bioensayo de Vicia faba L.

La figura 3 y tabla 5 muestran una comparacion entre los indices mitéticos e indice de fases
(profasico, metafasico, anafasico, telofasico) en dos tratamientos distintos: Tratamiento 1 (control)

y Tratamiento 2 (Dexametasona al 0.1%).

Figura 2

Efecto de la Dexametasona al 0.1% en fases del ciclo celular
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Nota: micro figuras de las diferentes fases de divisién celular a 1000X de aumento.

En la figura 2 se presenta 4 micro figuras unidas de las 4 fases (profase, metafase, anafase
y telofase) de la division celular en el tratamiento con dexametasona al 0.1% a un objetivo de 100X

con ayuda de aceite de inmersion.
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Tabla 7

Genotoxicidad de dexametasona al 0.1% y control en Bioensayos de Vicia faba L.

IM IP IMe 1A IT PA MN BN
T1 24.62 58.76 13.87 14.73 12.64 0.00 0.00 0.00
T2 11.57 81.64 5.98 6.83 5.55 27.03 1.07 0.77

Nota: el promedio de T1: Control por 16 horas; T2: Dexametasona al 0.1% por 16 horas; IM: indice
mitotico; IP: indice profasico; IMe:indice metafasico; 1A:indice anafasico; IT:indice telofasico; IPA:indice
de puentes anafasicos; MN:frecuencia de micronucleos; BN:frecuencia de células binucleadas

La tabla 7 presenta los promedios de las 3 repeticiones de estos tratamientos sobre los
indices de las fases y frecuencias del tratamiento control y el tratamiento con dexametasona a 0.1%
demostrando la diferencia significativa de los valores en todos estos, existiendo un efecto
diferencial con lo cual se afirma el dafio causado por la dexametasona. Existiendo una disminucién
de los indices (Mitético, Metafase, Anafase y Telofase) y un incremento del Indicé Profasico e
incremento de aberraciones como el Indicé de puentes Anafasicos, frecuencias de Micronucleos y

células binucleadas por parte de la Dexametasona al 0.1%.
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Figura 3

Efecto citotoxico de Dexametasona al 0.1% y control en bioensayos de Vicia faba L
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Nota: T1: Control por 16 horas; T2: Dexametasona al 0.1% por 16 horas; IM: indice mitotico; IP: indice
profasico; IMe:indice metafasico; IA:indice anafasico; IT:indice telofasico;

Se observa que el tratamiento con dexametasona (T2) disminuye el indice mitotico (IM) a
11.57% en comparacién con el control (T1) que es del 24.62%, lo que indica una reduccion en la
tasa de division celular provocando un efecto citotdxico, Simultdneamente, el indice profasico
(IP) se incrementa significativamente en T2 (81.64%) frente al control (58.76%), lo que demuestra
que la dexametasona bloquea la progresion celular en la profase, impidiendo que las células

avancen hacia las etapas posteriores del ciclo mitético.

Las fases de los indices metafasicos, anafasico y telofasico en el tratamiento 2 son menores
con 5.98%, 6.83% y 5.55%, respectivamente, en comparacién con el tratamiento control (13.87%,
14.73% y 12.64%) mostrando un efecto diferencial entre estos, este descenso indica una
interferencia en las fases méas avanzadas de la mitosis evidenciandose el efecto citotoxico en este

tratamiento.
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Los resultados de Gonzales, Choton, & Chico; 2020 sobre los efectos de la dexametasona
revelaron un impacto citotdxico y genotdxico significativo en radiculas de Allium cepa L- lo que
provocO aberraciones cromosomicas, especificamente puentes cromosémicos (3.7%) y la
formacion de yemas nucleares, proyecciones o invaginaciones del nucleo (2.1%), mientras que el
84.2% de las células no presentaron alteraciones. Estos hallazgos sugieren que la dexametasona
inhibe fuertemente la mitosis, lo que demuestra su alto nivel de citotoxicidad al reducir el

coeficiente mitotico a 6.7%, comparado con el 9.9% del grupo control.

3.2.2. Efecto genotdxico de dexametasona al 0.1% en bioensayos de Vicia faba L.

Figura 4

Genotoxicidad de Dexametasona al 0.1% en Bioensayos de Vicia faba L.
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Nota: T1: Control por 16 horas; T2: Dexametasona al 0.1% por 16 horas; IPA:indice de puentes anafasicos;
MN:frecuencia de microndcleos; BN:frecuencia de células binucleadas

Se observa en la tabla 7 y figura 4 los aumentos significativos en los puentes anafasicos
(27.03% en tratamiento 2 frente a 0% en el tratamiento 1), lo que es un claro indicador de dafio
cromosomico, en el tratamiento T2 se detecta un leve aumento de micronucleos (1.07%) y células
Binucleada considerandose para los dos como un nivel de toxicidad moderado con lo cual se afirma

el efecto genotdxico de dexametasona en comparacion con los valores practicamente nulos en el
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control (0.00%) tanto para Micronucleos y células Binucleadas, como un nivel de toxicidad

minimo o nulo sin presencia de dafio genotoxico.

La dexametasona por ser un corticosteroide y evidenciando el dafio genotoxico, se
relaciona principalmente con la generacion de estrés oxidativo, que produce especies reactivas de
oxigeno (ROS) capaces de causar dafios en el ADN, como rupturas en la doble cadena y
mutaciones. Este farmaco también interfiere en los mecanismos de reparacion del ADN,
particularmente en la via de reparacion por escision de nucleétidos (NER), dificultando la
correccion de los dafios oxidativos en el genoma. Ademas, la dexametasona puede alterar el ciclo
celular, deteniendo la replicacion en fases criticas y favoreciendo la aparicion de alteraciones
cromosomicas, como la formacion de microndcleos, lo que aumenta el riesgo de mutaciones
permanentes en las células. Estos mecanismos han sido observados tanto en estudios en células
humanas como en modelos animales, indicando una implicacién significativa de la dexametasona

en el dafio genético. (Mutankim et al, 2022).

La dexametasona a la concentracion de 0.1% es genotdxico al presentar toxicidad

moderada para los micronucleos y células binucleadas.
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Figura 5
Efectos Genotdxico de la Dexametasona al 0.1% en parametros como: Puentes Anafasicos,

Micronucleos y Células Binucleadas

Nota: 3 microfotografias a 1000X de aumento de aberraciones cromosomicas (PA, MN y CB)
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3.3. Del efecto citoprotector del extracto alcohdlico a 70° de las hojas de Annona muricata L.
seco al 20% en concentracion de 0.25%, 0.5% y 1% frente al dafio citotdxico y genotoxico
inducido por dexametasona al 0.1% en meristemos radiculares de Vicia faba L. con un

Bioensayo se obtuvo los siguientes resultados:

Tabla 8
Porcentajes y desviacion estandar de indice Mitético e indice de Fases de los valores obtenidos

en los 8 tratamientos evaluados en Vicia Faba L.

INDICE INDICE INDICE INDICE INDICE
MITOTICO PROFASICO METAFASICO ANAFASICO  TELOFASICO

T1 24.62+0.33 58.76+0.55 13.87+0.38 14.73+0.34 12.64+0.23

T2 11.57+0.42 81.64+0.52 5.98+0.24 6.83+0.22 5.55+0.31

T3 24.72+0.27 59.47+0.26 13.45+0.58 14.75+0.24 12.33+0.06

T4 22.61+0.37 63.17+1.86 12.23+0.57 13.12+0.98 11.48+0.37

T5 17.82+0.86 69.38+2.99 9.97+1.50 11.55+1.43 9.10+0.50

T6 24.18+0.28 59.78+0.26 13.35+0.51 14.69+0.21 12.18+0.31

T7 21.99+0.49 64.49+1.66 11.91+0.75 12.64+0.84 10.96+0.31

T8 16.75%1.52 70.58+2.22 9.24+1.02 11.32+1.06 8.86+0.53

Nota: el promedio y la desviacion estandar de todos los tratamientos empleados:

T1: Control.

T2: Control positivo, Dexametasona al 0.1%.

T3: 0.25% de Extracto alcoholico (70°) de hojas secas al 20% de Annona muricata L

T4: 0.5% de Extracto alcoholico (70°) de hojas secas al 20% de Annona muricata L.

T5: 1% de Extracto alcoholico (70°) de hojas secas al 20% de Annona muricata L.

T6: 0.25% de Extracto alcohdlico (70°) de hojas secas al 20% de Annona muricata L.+ 0.1% de
dexametasona.

T7: 0.5% de Extracto alcohdlico (70°) de hojas secas al 20% de Annona muricata L.+ 0.1% de
dexametasona.

T8: 1% de Extracto alcoholico (70°) de hojas secas al 20% de Annona muricata L. + 0.1% de dexametasona.
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3.3.1. Evaluacién del indice Mitético.

Figura 6

indice Mitotico en Células meristematicas de Vicia faba L.
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Nota: esta figura muestra el promedio todos los tratamientos empleados:

T1: Control

T2: Dexametasona al 0.1%;

T3: 0.25% de Extracto alcohdlico (70°) de hojas secas al 20% de Annona muricata L. (EAAmM 0.25%)

T4: 0.5% de Extracto alcoholico (70°) de hojas secas al 20% de Annona muricata L. (EAAmM 0.5%)

T5: 1% de Extracto alcohdlico (70°) de hojas secas al 20% de Annona muricata L. (EAAmM 1%)

T6: 0.25% de Extracto alcohdlico (70°) de hojas secas al 20% de Annona muricata L. + 0.1% de
dexametasona. (EAAmM 0.25%+Dex 0.1%)

T7: 0.5% de Extracto alcoholico (70°) de hojas secas al 20% de Annona muricata L + 0.1% de
dexametasona. (EAAmM 0.5%+Dex 0.1%)

T8: 1% de Extracto alcohélico (70°) de hojas secas al 20% de Annona muricata L + 0.1% de dexametasona.
(EAAmM 1.0%+Dex 0.1%)

La figura 6 y tabla 8 muestran el porcentaje del indice mitdtico (IM) para los ocho
tratamientos (T1 a T8). Los valores del IM fluctuan entre un minimo de 11.57% (T2) y un maximo
de 24.62% (T3), el T1 (Control) presenta un valor relativamente alto de IM, cuyo valor es 24.62%
con un alto porcentaje de células en division en este tratamiento, el T2 (Dexametasona al 0.1%):
Presenta el menor IM con 11.57%, demostrando el dafio cito y genotoxico de la dexametasona al

0.1% que reduce el namero de células en division, lo cual se debe porque este estaria actuando al
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inducir el bloqueo del ciclo celular, especificamente en el periodo G1, como inducir a la apoptosis

celular (Guan, Chen, Zhan, & Lu, 2018). lo que reduce el nimero total de células en division.

La reduccidn de la sefializacion celular, como la de AKT (proteina quinasa activada por la
fosforilacion que juega un papel clave en la sefializacion de muchas funciones celulares, como la
supervivencia celular, el crecimiento, el metabolismo y la proliferacion.)/mTOR estas son
cruciales para controlar la supervivencia y proliferacion celular (Omolekan, Chamcheu, Buerger,
Huang; 2024), y al inhibir estas vias estan asociadas con enfermedades como el cancer, diabetes
y trastornos alimenticios, la dexametasona disminuye la capacidad de las células para progresar a
través del ciclo celular, reduciendo el namero de células en mitosis (Chrysis, Zaman, Chagin,

Takigawa |[L & Savendahl, 2005)

Los glucocorticoides inducen la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) como
subproducto del metabolismo celular. En células vegetales, el estrés oxidativo provocado por la
acumulacion de especies reactivas de Oxigeno (ROS) lo que genera estrés oxidativo en las células,
puede alterar la homeostasis celular y causar dafio a las proteinas, lipidos y ADN, El dafio oxidativo
puede activar mecanismos de control celular, como las vias de apoptosis y por ende el efecto
genotdxico del medicamento que interfiere en el proceso de division celular. (Bhat, Sharma, &
Anis; 2007) lo cual demostraria que el IM sea bajo, en comparacion con otros trabajos en
citotoxicidad y genotoxicidad no existe una diferencia relevante con los resultados obtenidos
(Araujo, 2012), el T3 (Extracto a 0.25%): presenta un ligero incremento poco significativo de su
IM al 24.62%, superando incluso el tratamiento control, lo que indica un potencial efecto
citoprotector o estimulador de la division celular del extracto, podria ser por efecto de las
acetogeninas, que son componentes bioactivos que se encuentran principalmente en la familia de

las Annonaceae , por su potente actividad anticancerigena, inhibiendo el complejo I de la cadena
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de transporte de electrones en las mitocondrias lo que impide la produccion de energia en las
células tumorales, también los tetrahidrofuranos y sus derivados, especialmente en compuestos
naturales como las acetogeninas, flavonoides, etc. juegan un papel importante en la citoproteccion
gracias a sus propiedades antioxidantes, anticancerigenas, antiinflamatorias y neuroprotectoras.
Estos compuestos protegen las células del dafio oxidativo y de la apoptosis inducida, T4 (Extracto
a 0.5%); El IM es 22.61%, manteniéndose relativamente alto muy similar al T3y el control, el
T5 (Extracto a 1%) su IM baja a 17.82%, lo que indica una disminucion en la actividad mitotica
conforme aumenta la concentracién de Annona muricata L. presenta un posible efecto toxico o
inhibidor en concentraciones mas altas del extracto pero que no es estadisticamente significante,
T6 (Extracto a 0.25% + Dexametasona 0.1%): ElI IM aumenta a 24.18% concluyendo que el
extracto en esta concentracidn es capaz de contrarrestar el efecto inhibidor de la dexametasona y
promover la division celular sin alteracion por efecto del medicamento, T7 (Extracto a 0.5% +
Dexametasona 0.1%): EI IM es 21.99%, evidenciando el efecto citoprotector del extracto a esta
concentracion, el T8 (Extracto a 1%+ Dexametasona 0.1%): presenta un IM que disminuye a
16.75%, demostrando que a la concentracion mas alta el extracto en combinacion con
dexametasona no es tan efectiva para estimular la division celular y podria estar mostrando un
efecto de inhibicién celular en combinacion, pero aun asi se mantiene alejado del T2 que es la
dexametasona sola presentando una diferencia significativa, evidenciando que el extracto presenta

el efecto citoprotector frente al medicamento.

Araujo en el 2012, en su trabajo con extracto etilico de Annona murucata L, presenta que
en su concentracion de 100mg del extracto presento un IM 12.95% y en el otro caso de 100mg +
el sorbato de potasio presentd IM de 12.05% manteniéndose cercana a su control 13.75%,

evidenciando el efecto citoprotector, y muestra también que las concentraciones mas altas del
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extracto. presenta una disminucion de sus indices Mitoticos y de fases al igual que la presente

investigacion, mostrando un efecto citoprotector mayor para su concentracion mas baja.

Tabla 9

Analisis de varianza aplicado al Indice Mitdtico

Suma de Media

cuadrados al cuadratica F Sig.
Entre grupos 468.205 7 GG.BB6 138.940 =.001
Dentro de grupos ¥.702 16 481
Total 475.908 23

El anlisis de varianza muestra que se acepta la hipdtesis alterna y se rechaza la hipotesis

nula debido a que el p valor es 0.001 (p<0.05) lo cual significa que existe diferencias significativas

entre las medias de los tratamientos para el indice mitético.

En la tabla 9 muestra los resultados del andlisis de varianza (ANOVA) aplicado al indice

mitotico, donde descompone en dos componentes: un componente entre grupos y el componente

dentro de los grupos. El F valor es igual a 138.940 cociente de media cuadratica entre grupos y la

media cuadratica dentro de los grupos, Un valor de F alto indica que la variabilidad entre los grupos

es mucho mayor que la variabilidad dentro de los grupos, sugiriendo que existen diferencias

significativas entre los grupos de indice Mitdtico de los tratamientos. Ya que también en el P-valor

es inferior a 0.05, siendo 0.001. para un nivel de confianza de 95.0%
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Tabla 10

Test de Duncan aplicada para el indice Mit6tico

Subconjunto para alfa= 0.05

TRATAMIEMTOS M 1 2 3 4
T2 11.5710

T8
T5
T7
T4
TE

16.7452
17.8161
21.9887
22,6146
241782
T1 24 6245
T3 247212

Sig. 1.000 077 286 378
Sevisualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armdanica = 3.000.

Lad | Lad | lad | el | Ll | Lad | Lad | Cad

Se procedié a realizar el test de Duncan para la comparacion mdltiples de medias de los

tratamientos.

En latabla 10 presenta la comparacion multiple de las medias con el objetivo de identificar
las medias que difieren significativamente entre si. Por tal se presenta 4 subconjuntos, La columna
"Sig." muestra los valores de significacion para la diferencia entre los subconjuntos. Los valores
cercanos a 1 indican que los tratamientos en un mismo subconjunto no tienen diferencias

significativas entre si
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Figura7
Test de Duncan aplicada para el indice Mitético para indicar las diferencias estadisticamente

significativas y homogeneos entre los tratamientos
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La figura 7 muestra la media del indice mit6tico (IM) para diferentes tratamientos (T1-T8)
con barras de error que representan + desviaciones estandar (SD). Cada barra esta etiquetada con
letras ("a", "b", "c", "d"), para comparar las medias de los tratamientos. Las letras diferentes
indican que las medias son significativamente distintas entre si (p < 0.05). T1, T3y T6 tienen las
medias mas altas del IM, con valores alrededor de 25-30, y comparten la letra "d". Esto indica que
no hay diferencias significativas entre estos tratamientos, pero si respecto a los otros tratamientos.
T4y T7 tienen medias menores que T1, T3y T6, pero son significativamente mayores que T5y
T8, compartiendo la letra "c". T5 y T8 comparten la letra "b", indicando que sus medias son
significativamente menores que las de T1, T3, T4, T6 y T7. T2 tiene la media mé&s baja del IM,
con un valor cercano a 10, y estd marcado con la letra"a", lo que significa que es significativamente

diferente de todos los demas tratamientos.
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3.3.2. Evaluacién de indice Profasico.

Figura 8

indice Profasico de células meristematicas de Vicia faba L.
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Nota: promedios de todos los tratamientos empleados: T1: Control/agua destilada; T2: Dexametasona al
0.1%;T3: EAAm 0.25%; T4: EAAmM 0.5%; T5: EAAm 1%; T6: EAAm 0.25%+Dex 0.1%; T7: EAAm
0.5%+Dex 0.1%; T8: EAAm 1.0%+Dex 0.1%

La figura 8 y tabla 8 muestra el indice Profésico (porcentaje de células en profase IP) para

los ocho tratamientos (T1 a T8).

El tratamiento T1 (Control): posee un IP de 58.76% de células en profase, lo que indica un
nivel elevado de actividad mitética en este tratamiento mostrando normalidad, el tratamiento T2
(Dexametasona al 0.1%): presenta el mayor IP con un 81.64%, lo que sugiere una acumulacion de
células en profase, posiblemente debido a un bloqueo en la progresion del ciclo celular, la
dexametasona podria estar causando un bloqueo o retraso en la progresion del ciclo celular
especificamente en la Profase, porque puede inducir un arresto en la fase G2/M del ciclo celular,
al detectar alteraciones en el ciclo, ya que el arresto en esta etapa permite corregir estos dafios
antes de la mitosis (Zhou & Elledge; 2000) lo que provoca un acumulamiento de células en esta

fase y no avanzan a las fases posteriores, también podria interferir con la formacion y el
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funcionamiento del huso mitotico, una estructura crucial para la separacion de las cromatidas
durante la mitosis (anafase). Si el huso mitdtico no se forma correctamente o su dinamica esta
alterada, en algunas condiciones, la dexametasona puede inducir apoptosis en células en division,
especialmente en la fase G2/M. Las células que logran entrar en profase pueden estar en un estado
estresado y no avanzar correctamente, lo que también podria contribuir a un aumento del IP.
(Barnes, 1998; Rieder & Maiato, 2004), asi reporta también Araujo en el 2012 con el mismo
extracto, en Allium sepa L. como un bioensayo presentando un mayor IP para su tratamiento de

sorbato de potasio.

El tratamiento T3 (Extracto a 0.25%); su IP es 59.47%, con valores similares al control, el
tratamiento T4 (Extracto a 0.5%); presenta un aumento moderado de su IP a 63.17%, observando
gue esta concentracion del extracto podria estar estimulando la profase de la mitosis, el tratamiento
T5 (Extracto a 1%), el IP aumenta a 69.38%, lo que sugiere una acumulacion de células en profase,
comparando con el tratamiento T2 no tan pronunciado, esto indica un posible efecto inhibidor en
las fases posteriores de la mitosis a concentraciones mas altas del extracto, el tratamiento T6
(Extracto a 0.25% + dexametasona 0.1%): presenta una disminucion del IP a 59.78% en
comparacion con el control 58.76%, evidenciando que la combinacion de extracto con
dexametasona disminuye la acumulacion de células en profase observada en T2, sugiriendo un
posible efecto citoprotector del extracto contra el blogueo del ciclo celular inducido por la
dexametasona, el tratamiento T7 (Extracto a 0.5%+ Dexametasona 0.1%): El IP se mantiene en
64.49%, lo que muestra un efecto similar a T4 y en comparacion con la dexametasona presenta un
efecto protector ya que un IP es menor al T2, lo que sugiere un equilibrio entre la progresion
mitotica y el efecto de la dexametasona y T8 (Extracto a 1%+ Dexametasona 0.1%): El IP de

70.58%, en comparacion con el tratamiento T5 no presenta una diferencia pero si con el
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tratamiento 2 dexametasona 81.64% evidenciando que en el tratamiento 8 su IP no llega a alcanzar
el IP a la dexametasona ya que es de 81.64%. mostrando el efecto protector que presenta el

extracto.

Tabla 11

Anélisis de varianza aplicado para el Indice Profasico

Suma de Media

cuadrados al cuadratica F Sig.
Entre grupos 1262.518 T 180.360 67.353 =.001
Dentro de grupos 42 845 16 2678
Total 1305.363 23

la tabla 11 presenta los resultados para el anélisis de varianza (ANOVA) aplicado para el
indice Profasico, El anélisis divide los resultados en dos partes: un componente que muestra las
diferencias entre los grupos y otro que representa las variaciones dentro de los grupos. El F valor
es igual a 67.353 cociente de media cuadratica entre grupos y la media cuadrética dentro de los
grupos, Un valor de F alto indica que la variabilidad entre los grupos es mucho mayor que la
variabilidad dentro de los grupos, demostrando que existen diferencias significativas entre los
grupos de Indice Profasico de los tratamientos. Ya que también en el P-valor es inferior a 0.05
(p<0.05) siendo 0.001. para un nivel de confianza de 95.0%, se rechaza la hipétesis alterna (Ho) y
se acepta la hipdtesis alterna (H;) lo que indica que existe n diferencias significativas entre las

medias de los tratamientos.

Para identificar cuales medias son significativamente distintas entre si, es necesario realizar

una prueba Post-Hoc
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Tabla 12

Test de Duncan aplicado para el Indice Profasico

TRATAMIENTOS

Subconjunto para alfa=0.05
1 2 3 4

%
T3
T
T4
T7
TS
T8
T2

Sig.

58.7554
59.4718
59.7845
63.1710
64.4B56
69.3771
70.5824

Ll ) ) ) L W

81.6356
ATT .340 380 1.000

Sevisualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamafio de 1a muestra de la media armdnica = 3.000.

la tabla 12 presenta una comparacién multiple que permite identificar las medias que son

significativamente diferentes entre si. Por lo cual presenta 4 subconjuntos homogéneos para el

indice Profasico, La columna "Sig." muestra los valores de significacion para la diferencia entre

los subconjuntos. Los valores cercanos a 1 indican que los tratamientos en un mismo subconjunto

no tienen diferencias significativas entre si.

Figura 9

Test de Duncan aplicada para el indice Profasico para identificar las diferencias

estadisticamente significativas y homogéneos entre los tratamientos
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La figura 9 muestra la media del indice Profasico (IP) para los diferentes tratamientos (T1-
T8) con barras de error que representan + desviaciones estandar (SD). Cada barra esta etiquetada
con letras ("a", "b", "c", "d"), para comparar las medias de los tratamientos. Las letras diferentes
indican que las medias son significativamente distintas entre si (p < 0.05). los tratamientos: T1, T3
y T6 tienen las medias del IP, con valores alrededor de 58-60, y comparten la letra "a". Esto indica
que no hay diferencias significativas entre estos tratamientos, pero si respecto a los otros
tratamientos. T4 y T7 que tienen medias mayores que los tratamientos T1, T3 y T6, pero son
significativamente menores que T5, T8 y T2, compartiendo la letra "b". los tratamientos TS5y T8
comparten la letra "c", indicando que sus medias son significativamente mayores que las de los
tratamientos: T1, T3, T4, T6 y T7 pero inferior al tratamiento T2; T2 tiene la media mas alta del
IP, con un valor medio de 81.6356, y estd marcado con la letra "d", lo que indica que es

significativamente diferente de todos los demas tratamientos
3.3.3. Evaluacion del Indice Metafasico.
Figura 10

indice Metafasico de células meristematicas de Vicia faba L.

16.00
13.87 13.45 13.35
14.00 12.23 11.91

12.00 997 -
10.00 :

8.00 5.98

6.00

4.00

2.00

0.00

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7

T8

PORCENTAIJE %

TRATAMIENTOS
Nota: promedios de todos los tratamientos empleados: T1: Control; T2: Dexametasona al 0.1%; T3: EAAm

0.25%:; T4: EAAmM 0.5%; T5: EAAmM 1%; T6: EAAmM 0.25%+Dex 0.1%; T7: EAAmM 0.5%+Dex 0.1%:; T8:
EAAmM 1.0%+Dex 0.1%
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La figura 10 y tabla 8 presentan el indice Metaféasico (porcentaje de células en metafase

IMe) para ocho tratamientos (T1 a T8).

En el tratamiento T1 (Control): se observa un 13.87% de células en metafase, que deben a
un buen flujo del ciclo celular en este tratamiento, sin intervencion de sustancias que afecten la
mitosis, el tratamiento T2 (Dexametasona a 0.1%): presenta el valor mas bajo, con solo 5.98% de
celulas en metafase. Esto puede indicar un bloqueo en la fase profasica, impidiendo que las células
progresen hasta la metafase, lo que podria ser resultado de la interferencia de la dexametasona en
la progresion mitética, debido probablemente que muchas células quedan detenidas en fases
anteriores (como la profase, lo que se refleja que su indice Profésico sea elevado) o en la fase
G2/M inhiben la correccion de dafios ocasionados (Zhou & Elledge; 2000), lo que reduce el
numero de células en metafase, el tratamientoT3 (Extracto a 0.25%): EI IMe es de 13.45%, cercano
al del control, lo que indica que el extracto en esta concentracion no afecta en el avance hacia la
metafase, el tratamiento T4 (Extracto a 0.5%): disminuye ligeramente a 12.23%, lo que indica que
a esta concentracion el extracto tiene un impacto leve en la progresién mitotica, pero sigue
permitiendo la transicion a la metafase en la mayoria de las células, el tratamiento T5 (Extracto a
1%): Presenta 9.97%, lo que demuestra que a concentraciones mas altas, el extracto puede
comenzar a tener un efecto inhibitorio en la progresion mitética, T6 (Extracto a 0.25%+
Dexametasona 0.1%): El indice es de 13.35%, valor que indica el efecto citoprotector del extracto
frente a la dexametasona ya que contrarresta el bloqueo observado en T2, permitiendo que mas
células lleguen a la metafase, en el tratamiento T7 (Extracto a 0.5%+ Dexametasona 0.1%): es de
11.91%, lo que muestra un efecto moderado de la combinacion sobre la progresién del ciclo celular
y T8 (Extracto a 1% + Dexametasona 0.1%): El IMe es de 9.24% siendo mayor al T2 y similar al

T5, lo que indica que a esta concentracion se presenta una inhibicion de la transicién a la metafase
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pero el extracto posee el efecto citoprotector en comparacion con el tratamiento 2, sin embargo, a
concentraciones mas altas del extracto se observa una reduccién en el indice metafésico, lo que
podria deberse a un efecto citotoxico o al estrés oxidativo, lo cual puede inhibir el correcto
ensamblaje del huso mitético y la alineacion de los cromosomas,(Mutakin, et al; 2022) y en los
tratamientos T6, T7 y T8 La combinacion del extracto con dexametasona parece mitigar en cierta
medida el efecto inhibidor de la dexametasona sola (T2). En los tratamientos combinados, se
observa un aumento en el porcentaje de células en metafase, lo que muestra que el extracto esta
protegiendo a las células del blogueo inducido por la dexametasona, favoreciendo la progresion a

la metafase.

Tabla 13

Analisis de varianza aplicado para el Indice Metafasico

Suma de Media

cuadrados al cuadratica F Sig.
Entre grupos 152.960 ¥ 21.851 35.070 =.001
Dentro de grupos 9.969 16 623
Total 162.929 23

El analisis de varianza para el indice Metafasico permiti6 rechazar la hipotesis nula (Ho):
porque el valor p es 0.001, ya que es menor (p<0.05) que afirma que las medias de los tratamientos
son iguales, aceptando la hipotesis alterna que existe una diferencia significativa entre las medias
de los tratamientos, esto indica que existen diferencias significativas en el indice Metafasico entre

las medias de los diferentes tratamientos.

La tabla 13 representa los resultados del analisis de varianza (ANOVA) aplicado para el
indice Metafasico, se realizé una comparacion multiple con el objetivo de identificar las medias

que presentan diferencias significativas entre ellas. EI F valor es igual a 35.070 cociente de media
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cuadratica entre grupos y la media cuadratica dentro de los grupos, Un valor de F alto indica que
es mucho mayor la variabilidad entre los grupos que dentro de los grupos, evidenciando que existe
diferencias significativas entre los grupos de indice Metafasico de los tratamientos, ya que también

en el P-valor es inferior a 0.05, para un nivel de confianza de 95.0%

Para identificar las medias que son significativamente distintas entre si, es necesario

realizar una prueba Post-Hoc,

Tabla 14

Test de Duncan aplicado para el Indice Metafasico

Subconjunto para alfa= 0.05
TRATAMIEMTOS Il 1 2 3 4
T2 59783
T8
Ta
TV
T4
TG

[,

8.2369
8.8732
11.9066
12.2280 12.2280
13.3522 13.3522
T3 13.4503 13.4503
T1 13.8698

Sig. 1.000 270 624 .080 458
Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armdnica = 3.000.

LI % [ 5 S N I S T )

la tabla 14 muestra que las medias son comparadas entre si mediante la comparacién
multiple para determinar si son significativamente diferentes de las otras. Por lo cual presenta 5
subconjuntos homogéneos para el indice Metafasico, La columna "Sig." muestra los valores de
significacion para la diferencia entre los subconjuntos. Los valores cercanos a 1 indican que los

tratamientos en un mismo subconjunto no tienen diferencias significativas entre si.
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Figura 11
Test de Duncan aplicada para el indice Metafasico para indicar las diferencias estadisticamente

significativas y homogéneos entre los tratamientos

15.00
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5.00

Media INDICE METAFASICO

0.00

T T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8

TRATAMIENTOS

La figura 11 muestra la media del indice Metafasico para diferentes tratamientos (T1 a T8)
con barras de error representando £2 desviaciones estandar. Se utilizan letras (a, b, c, d, €) para

indicar diferencias estadisticas significativas segun la prueba de comparacion multiple

El tratamiento T1 tiene la media mas alta del indice metafasico, alrededor de 15, y esta
etiquetado con la letra "e". Esto indica que T1 es significativamente diferente de la mayoria de los
otros tratamientos, excepto T3y T4, que comparten la letra "e" y "d", T2 tiene la media mas baja,
cerca de 5, y esta marcado con la letra "a". Esto significa que T2 es significativamente diferente
de todos los demas tratamientos, T3 y T4 tienen medias mas altas que T5, T6, T7,y T8 pero mas

bajas que T1. T3 comparte las letras "c" y "d", indicando que no es significativamente diferente de

T40T5.

El tratamiento T4 comparte las letras "d" y "e", indicando que no es significativamente
diferente de T3 0 T1. T5, T6, y T7 tienen medias similares, alrededor de 10-12.5, y comparten la
letra "c" y "b" con T8, indicando que no son significativamente diferentes entre si pero side T1y

T2. T8 tiene una media mas baja, similar a la de T2 pero algo mayor, y esta etiquetado con "b". Es
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significativamente diferente de T1, T3, y T4. Los resultados sugieren que hay una variabilidad
significativa en cdmo cada tratamiento afecta el indice metafasico, reflejando diferencias en su
impacto en la célula durante la mitosis. Esto es crucial para entender los efectos especificos de

cada tratamiento y para guiar decisiones futuras sobre su uso o0 modificacion.
3.3.4. Evaluacion del Indice Anafésico.

Figura 12

indice Anafasico de células meristematicas de Vicia faba L.

16.00 14.73 14.75 14.69

14.00 13.12 12.64
12.00 11.55 11.32
10.00

8.00 6.83
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0.00

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8

TRATAMIENTOS

PORCENTAIJE %

Nota: promedios de todos los tratamientos empleados: T1: Control; T2: Dexametasona al 0.1%; T3: EAAm
0.25%; T4: EAAmM 0.5%; T5: EAAmM 1%; T6: EAAmM 0.25%+Dex 0.1%; T7: EAAmM 0.5%+Dex 0.1%:; T8:
EAAM 1.0%+Dex 0.1%

La figura 12 y tabla 8 presenta el indice Anafésico (porcentaje de células en Anafase, 1A)

para ocho tratamientos (T1 a T8).

En el tratamiento T1 (Control): Se observa un 14.73% de células en Anafase, lo que
demuestra un buen flujo del ciclo celular en este tratamiento, sin intervencion de sustancias que
afecten significativamente la mitosis, en el tratamiento T2 (Dexametasona al 0.1%) presenta el
valor mas bajo, con solo 6.83% de celulas en Anafase, por la presencia de la dexmetasona ya que

interfiere en la transicion de metafase a anafase, probablemente debido a la inhibicion del factor
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promotor de la mitosis debido a que puede afectar la funcion del complejo promotor de Anafase,
impidiendo su capacidad para promover la degradacion de ciclina B (inactivacion del factor
promotor de mitosis) y securina, proteina que inhibe la separasa enzima que corta las coesinas que
mantienen las cromatidas unidas durante la metafase, permitiendo su separacion durante la
anafase,( Hu, Jin, Cao & Liu, 2022) Durante la anafase, los microtdbulos del huso mitético se
acortan, lo que permite separar las cromatidas hermanas que estaban previamente unidas por el
centrémero.(Biology Dictionary, n.d.), algunos tratamientos pueden afectar la dindmica de los
microtubulos, inhibiendo su formacion o interfiriendo en su estabilidad. Esto puede causar una
incorrecta segregacion de las cromatidas, aumentando el tiempo que las células permanecen en
metafase o bloqueando el proceso de anafase. Esto puede causar un bloqueo en la transicién de la
metafase al anafase, aumento en el tiempo de metafase con la apoptosis especialmente si el
complejo promotor de anafase estd comprometido. En el tratamiento T3 (Extracto a 0.25%): EI IA
es de 14.75%, cercano e inclusive mayor al del control, lo que indica que el extracto en esta
concentracion no afecta negativamente el avance hacia la Anafase, el tratamiento T4 (Extracto a
0.5%) es de 13.12%, lo que indica que a esta concentracion el extracto tiene un impacto leve en la
progresion mitatica, pero sigue permitiendo la transicién a la anafase en la mayoria de las células,
T5 (Extracto a 1%): es de 11.55%, lo que evidencia que a concentraciones mas altas, el extracto
puede comenzar a tener un efecto inhibitorio en la progresion mitética, el tratamiento T6 (Extracto
a0.25%+ Dexametasona 0.1%): EI 1A es 14.69%, valor que indica que lacombinacion del extracto
con dexametasona contrarresta el bloqueo observado en tratamiento T2 que es de dexametasona y
en comparacion con este presenta un efecto citoprotector frente a la dexametasona, permitiendo
que mas células lleguen a la anafase, el tratamiento T7 (Extracto a 0.5%+ Dexametasona 0.1%):

es 12.64%, lo que sugiere un efecto moderado de la combinacidn sobre la progresion del ciclo
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celular y el tratamiento T8 (Extracto a 1% + Dexametasona 0.1%): El 1A es 11.32%, lo que indica
que a esta concentracion la combinacion tiene un efecto mas fuerte en la inhibicion de la transicion
a la anafase, Los tratamientos T4, T5, T7 y T8 muestran |A moderados. Estos tratamientos podrian
estar promoviendo la progresion del ciclo celular, pero con menos eficiencia que los tratamientos
con altos indices. Este comportamiento permite una activacion parcial de las vias reguladoras del
ciclo celular, o la presencia de efectos citotoxicos menores que ralentizan la division celular sin

bloquearla completamente.

Tabla 15

Analisis de varianza aplicado para el Indice Anafasico

Suma de Media

cuadrados al cuadratica F Sig.
Entre grupos 148.875 ) 21.268 33.343 =.001
Dentro de grupos 10.206 16 638
Total 159.081 23

El analisis de varianza permitio rechazar la hipotesis nula (Ho) dado que el valor p es 0.001
(p<0.05) se rechaza la hipotesis nula que propone que todas las medias de los tratamientos son
iguales. Por lo tanto, se acepta la hipdtesis alternativa, que indica la existencia de diferencias

significativas entre las medias de los tratamientos para el indice Anafasico de ellas

La tabla 15 presenta resultados para el analisis de varianza (ANOVA) aplicado al indice
Anafasico, El andlisis se divide en dos partes: un componente que refleja las diferencias entre los
grupos y otro que captura las variaciones dentro de los grupos. EI F valor es igual a 33.343 cociente
de media cuadratica entre grupos y la media cuadratica dentro de los grupos, Un valor alto de F

indica que la variabilidad entre los grupos es considerablemente mayor que la variabilidad dentro
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de los grupos, lo que sugiere la presencia de diferencias significativas entre los grupos del indice

Anafasico en los diferentes tratamientos. Ademas, con un nivel de confianza del 95%

Para identificar las que medias son significativamente distintas entre si, es necesario

realizar una prueba Post-Hoc, como es el test de Duncan para la comparacion multiple de medias

de los diferentes tratamientos.

Tabla 16

Test de Duncan aplicada para el Indice Anafasico

TEATAMIEMNTOS

Subconjunto para alfa= 0.05

1

-~

3

T2
T8
TS
T7
T4
TG
T1
T3

Sig.

6.8337

1.000

11.3247
11.5489
12.6429

072

12,6429
13.1249

470

14 6876
147347
147489

830

Sevisualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de 1a media armédnica = 3.000.

La tabla 16 indica la comparacion multiple de medias para determinar que son

significativamente diferentes entre si. Por lo cual presenta 4 subconjuntos homogéneos para el

indice Anafasico, La columna "Sig." muestra los valores de significacion para la diferencia entre

los subconjuntos. Los valores cercanos a 1 indican que los tratamientos en un mismo subconjunto

no tienen diferencias significativas entre si.

68



Figura 13
Test de Duncan aplicado para el Indice Anafasico para indicar diferencias estadisticamente

significativas y homogeneos entre los tratamientos

20.00

15.00

10.00

5.00

Media INDICE ANAFASICO

0.00

LB T2 T3 T4 TS5 TG 7 T8

TRATAMIENTOS

La figura 13 de barras muestra la media del Indice Anafasico (porcentaje de células en
anafase) para diferentes tratamientos (T1 a T8), con barras de error que indican la desviacion
estandar (x SD). Ademas, las letras sobre cada barra (a, b, ¢, d) indican diferencias estadisticas

significativas entre los tratamientos

T1 tiene la media més elevada del 1A, alrededor de 16%, y esta etiquetado con la letra "d".
Esto indica que T1 es significativamente diferente de la mayoria de los otros tratamientos, excepto
T3y T4, el T2 tiene la media cercana a 6 la mas baja, y estd marcado con la letra "a". Esto significa
que T2 es significativamente diferente de todos los demas tratamientos, los T5 y T8 comparten la
letra “b” lo que sugiere que no son significativamente diferentes entre si pero lo son de los
tratamientos con "d", el T4 tiene la letra "c", lo que indica que su valor es intermedio entre los
tratamientos "b" y "d" y es significativamente diferente de los dos grupos. EI T7 comparte la letra

“b” con T5 y T8, lo que significa que no hay diferencias significativas entre estos tratamientos,
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También tiene la letra “c”, lo que lo agrupa con T4, indicando que T7 no es estadisticamente

diferente de T4.

El anélisis estadistico permite afirmar que los tratamientos T1, T3y T6 son los que generan
el mayor IA demostrando que el extracto a la concentracion més baja presenta efecto protector

frente al dafio del toxico.
3.3.5. Evaluacién del indice Telofasico.

Figura 14

Indice Telofasico de células meristematicas de Vicia faba L.

14.00 12.64 12.33 12.18

12.00 11.48
10.00

8.00

6.00 229

4.00
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Nota: promedio de todos los tratamientos empleados: T1: Control; T2: Dexametasona al 0.1%; T3: EAAm
0.25%; T4: EAAmM 0.5%; T5: EAAmM 1%; T6: EAAmM 0.25%+Dex 0.1%; T7: EAAmM 0.5%+Dex 0.1%:; T8:
EAAmM 1.0%+Dex 0.1%
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La figura 14 y la tabla 8 presentan el indice Telofasico (porcentaje de células en Telofase

IT) para ocho tratamientos (T1 a T8)

En el tratamientoT1 (Control): Se observa un IT de 12.64%, reflejando un nivel elevado de
actividad mitdtica mostrando normalidad, el tratamiento T2 (Dexametasona al 0.1%): presenta un

IT de 5.55% el mas bajo , lo que sugiere una disminucidn notable de células en la fase de telofase,
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posiblemente por lo ya mencionado que causa la dexametasona en la division celular en
comparacion con el tratamiento T1, el tratamiento T3 (Extracto a 0.25%); su IT de 12.33%, similar
al control, lo que sugiere un efecto leve de mitosis sin interferir en esta, el tratamiento T4 (Extracto
a 0.5%); con un IT de 11.48%, lo que indica que esta concentracion del extracto podria estar
induciendo un bloqueo de la mitosis, el tratamiento T5 (Extracto a 1%): EI IT de 9.10%,
presentando una disminucion de células en telofase, aunque no tan pronunciado como en T2. Esto
podria indicar un posible efecto inhibidor en las fases posteriores de la mitosis a concentraciones
mas altas del extracto, el tratamiento T6 (Extracto a 0.25%+ Dexametasona 0.1%): con un IT de
12.18%, que comparando con los tratamientos T3y T1 evidencian que la combinacion de extracto
con dexametasona no disminuye la acumulacion de células en telofase observada en el tratamiento
T2, sugiriendo el efecto citoprotector del extracto contra el bloqueo del ciclo celular inducido por
la dexametasona, el tratamiento T7 (Extracto a 0.5%+ Dexametasona 0.1%): El IT se mantiene en
10.96%, lo que muestra un efecto similar a tratamiento T4, lo que sugiere un equilibrio entre la
progresion mitética y el efecto de la dexametasona y tratamiento T8 (Extracto a 1%+
Dexametasona 0.1%): EI IT es de 8.86% siendo uno de los valores méas bajos a excepcion pero
comparado con el tratamiento T2, se presenta un IT muy por encima de dexametasona lo que
podria sugerir que pese a que existe una disminucion a estas concentraciones aun se presenta un

efecto citoprotector ya que sus IT estdn muy por encima de 5.55% que es de dexametasona.
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Tabla 17

Analisis de varianza aplicada para el Indice Telofasico

Suma de Media

cuadrados al cuadratica F Sig.
Entre grupos 122813 T 17.545 143.740 =.001
Dentro de grupos 1.953 16 22
Total 124.766 23

El andlisis de varianza para el Indice Telofasico mostro que se rechaza la hipétesis nula
(Ho): ya que el valor p es menor que 0.05 (p<0.05) siendo 0.001. Esto demuestra la “presencia de
diferencias significativas en el indice Telofasico entre las medias de los diferentes tratamientos ya
que se puede rechazar la hipotesis nula que sostiene que todas las medias de los tratamientos son
iguales. Por lo tanto, se acepta la hipotesis alternativa, que establece que hay diferencias

significativas entre las medias de los tratamientos

La tabla 17 presenta los resultados del anélisis de varianza (ANOVA) aplicado al indice
Telofasico, el cual se descompone en dos componentes: uno que representa las diferencias entre
grupos y otro que refleja las variaciones dentro de los grupos. El valor de F calculado es 143.740,
que se obtiene al dividir la media cuadratica entre grupos entre la media cuadratica dentro de los
grupos. Un valor alto de F indica que la variabilidad entre los grupos es considerablemente mayor
que la variabilidad dentro de ellos, lo que sugiere la existencia de diferencias significativas entre

los grupos del indice Telofésico en los tratamientos. con un nivel de confianza del 95%.

Para identificar las medias que son significativamente distintas entre si, es necesario

realizar una prueba Post-Hoc, que en este caso es el test de Duncan.
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Tabla 18

Test de Duncan aplicada para el Indice Telofasico

Subconjunto para alfa=0.05
TRATAMIENTOS M 1 2 3 4
T2 3 55524
T8 3
TS 3
T7 3 10.9649
T4 3 11.4751
3
3
3

B.8560
81008

121758

T3 12,3281

T1 12.6401

Sig. 1.000 403 0493 142

Sevisualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamafio de 1a muestra de 1a media armdnica = 3.000.

TE

En la tabla 18 se presenta la comparacién maltiple con el fin de identificar cuales medias
difieren significativamente entre si. Por lo cual presenta 4 subconjuntos homogéneos para el indice
Telofasico, La columna "Sig." muestra los valores de significacién para la diferencia entre los
subconjuntos. Los valores cercanos a 1 indican que los tratamientos en un mismo subconjunto no

tienen diferencias significativas entre si.
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Figura 15
Test de Duncan para el Indice Telofasico para indicar las diferencias estadisticamente

significativas y homogéneos entre los tratamientos
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La figura 15 de barras muestra las medias del Indice Telofasico (porcentaje de células en
Telofase) para diferentes tratamientos (T1 a T8), con barras de error que indican la desviacion
estandar (£ SD) ademas, las letras sobre cada barra (a, b, ¢, d) indican diferencias estadisticas

significativas entre los tratamientos

El tratamiento T1 tiene la media més elevada del IT, alrededor de 12.5%, y esta etiquetado
con la letra "d". Esto indica que T1 es significativamente diferente de la mayoria de los otros
tratamientos, excepto T3y T4, el T2 tiene la media cercana a 5.5 la mas baja, y estd marcado con
la letra "a". Esto significa que T2 es significativamente diferente de todos los demas tratamientos,
los T5 y T8 comparten la letra “b” lo que demuestra que no son significativamente diferentes entre
si, pero lo son de los tratamientos con "d", el T4y T7 tiene la letra "c", lo que indica que su valor

es intermedio entre los tratamientos "b" y "d" y es significativamente diferente de los dos grupos.
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Figura 16
Efecto citoprotector del extracto alcohdlico al 70° de Annona muricata L. seco al 20% frente al

darfio inducido por Dexametasona en fases del ciclo celular

Nota; microfotografias del efecto protec
muricata L.
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Figura 17

Comparacion de indice Mitético y de fases de los 8 tratamientos
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Nota: el promedio de todos los tratamientos empleados:

T1: Control.

T2: Control positivo, Dexametasona al 0.1%

T3: 0.25% de Extracto alcoholico (70°) de hojas secas al 20% de Annona muricata L

T4: 0.5% de Extracto alcoholico (70°) de hojas secas al 20% de Annona muricata L

T5: 1% de Extracto alcoholico (70°) de hojas secas al 20% de Annona muricata L

T6: 0.25% de Extracto alcoholico (70°) de hojas secas al 20% de Annona muricata L + 0.1% de dexametasona
T7: 0.5% de Extracto alcoholico (70°) de hojas secas al 20% de Annona muricata L + 0.1% de dexametasona
T8: 1% de Extracto alcoholico (70°) de hojas secas al 20% de Annona muricata L. + 0.1% de dexametasona

La figura 17 muestra que el Indice Profasico es el mas elevado con un pico en el tratamiento
T2 que es el control, los Indices (Metafasico y Anafasico) son muy similares y el Indice Telofasico

es el menor.

3.3.6. Evaluacion del indice de Puentes Anafasicos

Los bioensayos con Vicia faba L. son especialmente valorados por su sensibilidad a los
agentes mutagénicos y su capacidad para proporcionar respuestas que reflejan las reacciones de

las células mamiferas frente a dafios genéticos, Esta sensibilidad permite detectar efectos toxicos
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de compuestos en el medio ambiente, lo que resulta crucial para la evaluacién de la genotoxicidad.
La aplicacion de estos bioensayos en la evaluacion de la genotoxicidad es fundamental para el
monitoreo de la salud ambiental y la proteccién de la salud publica. Los estudios han demostrado
que Vicia faba no solo es un modelo eficaz para la deteccidn de dafios genéticos (Igbal, 2016; de

Souza et al., 2016; Costa et al., 2021)

los pardmetros de genotoxicidad son esenciales para evaluar el dafio al material genético
causado por agentes quimicos, fisicos o bioldgicos. Estos pardmetros incluyen la induccién de
micronucleos, células binucleadas, aberraciones cromosomicas, y la formacion de aductos de
ADN, entre otros. Los micronucleos son fragmentos de cromosomas que no se integran en las
células hijas durante la division celular, y su presencia indica dafios en el ADN. Las aberraciones
cromosOmicas pueden manifestarse como roturas de cromosomas o fusiones, reflejando la
inestabilidad genética inducida por exposiciones a agentes genotoxicos. La evaluacion de estos
parametros se lleva a cabo a través de diversos ensayos in vitro e in vivo, que ayudan a determinar

el potencial de un compuesto para causar mutaciones o cancer (Bolognesi et al., 2006; ICH, 2012)

Tabla 19

Porcentajes y desviacion estandar de indice de Puentes Anafasicos

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8

IPA  0.0+0 27.03+2.23 0.0+0 6.76+1.25 15.40+3.74 0.0+0 6.36+1.26 17.58+1.33

Nota: esta tabla muestra el promedio y desviacién estandar de todos los tratamientos empleados: T1:
Control; T2: Dexametasona al 0.1%; T3: EAAm 0.25%; T4: EAAm 0.5%; T5: EAAm 1%; T6: EAAmM
0.25%+Dex 0.1%:; T7: EAAmM 0.5%+Dex 0.1%; T8: EAAmM 1.0%+Dex 0.1%
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Figura 18

indice de Puentes Anafasicos en meristemos radiculares de Vicia faba L. en division celular
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La figura 18 y tabla 20, muestran el indice de puentes Anafasico se encontr el tratamiento
T2 con 27.03% IPA con una diferencia con relacion a lo que reporta Araujo en el 2012 con 22.41%
para sorbato de potasio al 1g/L, y en los tratamientos con extractos alcoholicos de hojas de Annona
muricata L. como el tratamiento T3, resulto 0% a comparacion de los tratamientos T4 y T5 se
obtuvieron 6.76% y 15.40% respectivamente esto indicaria un efecto, en los extremos de los
telomeros del ADN, se produce una adhesién que puede hacer que los cromosomas se peguen entre
si, lo que a su vez genera figuras mitéticas anormales, como los puentes anafasicos. Este fendémeno
ocurre debido al acortamiento de los telomeros, lo que provoca que los cromosomas no se separen
correctamente durante la mitosis, llevando a problemas en la distribucion del material
genético(Maciejowski, Li, Bosco, Campbell & de Lange, 2015) posiblemente sea por ruptura de
cromosomas dicentricos ya que estos a menudo resultan de estos cromosomas, al intentar separarse
durante la Anafase, los dos centromeros tiran en direcciones opuestas, formando el puente entre
los dos polos; por la fusion de los telomeros por la pérdida de la funcién como la disfuncion de la
telomerasa, puede llevar a que los extremos de los cromosomas se fusionen entre si resultando

cromosomas dicentricos, por las fallas en el punto de control celular. (Murnane, 2010). y el efecto
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de los que fueron expuestos a el extracto y a dexametasona los tratamientos T7, y T8 con 6.26%
y 17.58% respectivamente, para este ultimo se presenta un ligero incremento lo que se explicaria
por un posible dafio generado por la combinacion del extracto a esta alta concentracion con la
dexametasona, Para el caso del tratamiento T3 y T6 donde es 0% podria ser que en esa
concentracion no produce efectos deletéreos o por la accion protectora de las acetogeninas como

menciona (Araujo, 2012).

Tabla 20

Analisis de varianza aplicada para el indice de Puentes Anafasicos

Suma de Mecdia

cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 2082937 T 287.562 95,808 =001
Centro de grupos 47.701 16 2.981
Total 21306348 23

La Tabla 21 muestra los resultados del andlisis de varianza (ANOVA) para el indice de
puentes anafasicos, desglosandose en dos componentes: uno que representa la variacion entre
grupos y otro que refleja la variaciéon dentro de los grupos. Se obtuvo un valor de F de 99.808,
calculado como el cociente entre la media cuadréatica entre grupos y la media cuadratica dentro de
los grupos. Un valor elevado de F significa que la variabilidad observada entre los diferentes
grupos es significativamente mayor que la variabilidad observada dentro de cada grupo, lo que
indica diferencias significativas en el indice de puentes anafasicos entre los tratamientos. Ademas,
dado que el P-valor es inferior a 0.05 (p<0.001) se rechaza la hip6tesis nula, que postula que las
medias de los tratamientos son iguales, y aceptar la hipétesis alterna, la cual sostiene que existen

diferencias significativas entre las medias de los tratamientos, con un nivel de confianza del 95.0%.
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Para identificar las medias que son significativamente distintas entre si, es necesario realizar una

prueba Post-Hoc, la cual es el test de Duncan.

Tabla 21

Test de Duncan aplicada para el indice de Puentes Anafasicos

TRATAMIENTOS M

Subconjunto para alfa= 0.05

1 2 3 4

TS
T8
T2
Sig.

Gad | Gad | Gad | Gd | ) | G | Gad | G

.00o0
.00o0
0000

6.3622
6.7625
15.4009
17.5787
27.0261

1.000 780 142 1.000

Sevisualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armanica = 3.000.

En la tabla 22 se realiza una comparacion maltiple con el fin de identificar cuales medias

difieren significativamente entre si. Por lo cual presenta 4 subconjuntos homogéneos para el indice

Puentes Anafasicos, La columna "Sig." muestra los valores de significacion para la diferencia entre

los subconjuntos. Los valores cercanos a 1 indican que los tratamientos en un mismo subconjunto

no tienen diferencias significativas entre si.
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Figura 19
Test de Duncan para el indice de Puentes Anafasicos para indicar las diferencias

estadisticamente significativas y homogéneos entre los tratamientos
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La figura 19 de barras muestra las medias del indice de Puentes Anafasicos (porcentaje de
células que presentan puentes Anafasicos en plena Anafase) para diferentes tratamientos (T1 a
T8), con barras de error que indican la desviacion estandar (+ SD) ademas, las letras sobre cada

barra (a, b, ¢, d) indican diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos

El tratamientoT2 tiene la media mas elevada del IPA, alrededor de 27%, y esta etiquetado
con la letra "d". Esto indica que T2 es significativamente diferente a los otros tratamientos, los T1,
T3 y T6 estan etiquetados con la letra “a” y sumediaes 0, el T4y T7 estan etiquetados con la letra
“b” con una media entre 6 lo cual se estimaria que a este tratamiento se evidencia el efecto
protector, pero también el dafo causado por el extracto, en los T5 y T8 estan marcados con la letra

""c". demostrando que son significativamente homogéneos entre si con una media entre 15y 17.
3.3.7. Evaluacion de la Frecuencia de Micronucleos.
Los micronucleos (MN) han sido ampliamente considerados por numerosos autores como

un método eficaz y simple para evaluar los efectos mutagénicos inducidos por productos quimicos.
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Esto se debe a que los MN se forman a partir de dafios en las células parentales que no han sido
reparados o han sido reparados de manera incorrecta. Estos dafios se manifiestan en las células
hijas como estructuras similares al ndcleo principal, pero de menor tamarfio. Asi, los MN son el
resultado de alteraciones cromosomicas, como rupturas o pérdidas cromosémicas. Ademas, los
MN también pueden surgir de otros procesos, como la poliploidizacion, donde se eliminan
fragmentos de ADN excedente del nucleo principal con el fin de restaurar el nivel normal de

ploidia. (Leme & Marin-Morales; 2009).

Tabla 22
Frecuencia de Micronucleos y Células Binucleadas en todos los tratamientos, promedios y

desviacion estandar mas su nivel de toxicidad

FMN Nivel de FBN Nivel de
genotoxicidad genotoxicidad
T1 0+0 Nula 0+0 nula
T2 1.07+0.13 Moderada 0.77+0.17 moderada
T3 0+0 Nula 0+0 nula
T4 0.30+0.04 o nula 0.19+0.03 leve
T5 0.63+0.01 Leve 0.43+0.04 leve
T6 0.02+0.03 Nula 00 nula
T7 0.21+0.02 Nula 0.13+0.10 leve
T8 0.42+0. Nula 0.36+0.01 leve

Nota: esta tabla muestra el promedio y desviacion estandar de Frecuencias de Micronucleos y celulas
Binucleadas de todos los tratamientos empleados: T1: Control/agua destilada; T2: Dexametasona al 0.1%;
T3: EAAmM 0.25%; T4: EAAm 0.5%; T5: EAAmM 1%; T6: EAAmM 0.25%+Dex 0.1%; T7: EAAm 0.5%+Dex
0.1%; T8: EAAmM 1.0%+Dex 0.1%
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Figura 20
Frecuencia de Micronucleos presentes en todos los tratamientos en division de células

meristematicas de Vicia faba L.
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En la figura 20 y tabla 23 presentan la frecuencia de Microndcleos, el tratamiento T2 con
1.07% (nivel de genotoxicidad moderado), la dexametasona esta ocasionando un dafio genotdxico
en las células, ya que son fragmentos de cromosomas que no se integraron en los nucleos hijos o
nuevos indicando errores en la segregacion cromosomica, las células no puedan corregir los dafios
antes de la division (Bolognesi, Perrone, Roggieri, Pampanin & Sciutto; 2006)), la alteracion en el
huso mit6tico como se observa en Anafase inhibiendo el factor promotor de la mitosis, también
puede generar estrés lo que da lugar a dafios en el ADN (oxidativo (Bhat, Sharma, & Anis; 2007)
gue no siempre pueden ser reparados antes de que la célula entre en la fase mitética, provocando
asi la formacién de microndcleos. Este dafio cromosomico también puede estar asociado con la
fragmentacion de cromosomas o la pérdida de cromatidas, lo que explica la alta frecuencia de
micronucleos en el tratamiento T2. Para los demas tratamientos T1, T3 y T6 con 0%,(nivel
genotoxico nula) no presenta dafio genotoxico, pero el tratamiento T6 con 0.02%(genotoxicidad
nula) presenta efectos protectores contra el dafio celular inducido por la dexametasona que a

comparacion con el tratamiento T2 que su nivel de toxicidad es moderado se aprecia el efecto
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protector del extracto inhibiendo el estrés oxidativo y promoviendo la reparacion del ADN vy los
tratamientos T4 (genotoxicidad nula) con 0.30% y T5 (genotoxicidad leve) con 0.63% demuestran
un ligero incremento, se estima que los extractos estarian estimulando una ligera presencia de
alteraciones solo en esta concentracion, los tratamientos T7 con 0.21% con nivel de toxicidad
minima o nula al igual que en el tratamiento T4 y el tratamiento T8 presentan 0.42% toxicidad
minima o nula lo que indica el efecto protector del extracto ya que con relacion al tratamiento T5
presentan una disminucion en el nivel de toxicidad, pasa de leve a minima o presentandose el

efecto protector con menor frecuencia de micronucleos comparado con el tratamiento T2,

Tabla 23

Analisis de varianza aplicada para la Frecuencia de Micronucleos

Suma de Media

cuadrados al cuadratica F Sig.
Entre grupos 2.938 T A20 165.728 = 001
Dentro de grupos 041 16 003
Total 2.8749 23

La tabla 24 presenta los resultados del andlisis de varianza (ANOVA) aplicado para la
Frecuencia de Micronucleos, donde se descompone: un componente entre grupos y un componente
dentro de los grupos. El F valor es igual a 165.728 cociente de media cuadratica entre grupos y la
media cuadratica dentro de los grupos, Un valor de F alto indica que la variabilidad entre los grupos
es mucho mayor que la variabilidad dentro de los grupos, sugiriendo que existen diferencias
significativas entre los grupos de Frecuencia de Micronucleos de los tratamientos, ya que también
en el P-valor es inferior a 0.05, Dado que el valor de p es menor que 0.001 se rechaza la hipdtesis

nula que afirma que todas las medias de los tratamientos son iguales, aceptando la hipdtesis alterna
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lo cual indica la presencia de diferencia significativa entre las medias de los tratamientos para un

nivel de confianza de 95.0%

Para conocer las medias que son significativamente diferentes unas de otras se debe de

realizar una prueba Post-Hoc, mediante el test de Duncan.

Tabla 24

Test de Duncan aplicada para la Frecuencia de Microntcleos

Subconjunto para alfa=0.05

TRATAMIENTOS M 1 2 3 4 5 B

T1 3 .0000

T3 4l .0000

TG 3 0173

T7 3 2065

T4 4l 3025

T8 3l 4226

TA 3 6290

T2 4l 1.0715
Sig. 696 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000

Sevisualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneons.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de |a media armanica = 3.000.

En la tabla 25 muestra la comparacion maultiple para determinar cuales son
significativamente diferentes de las otras. Por lo cual presenta .6 subconjuntos homogéneos para
la frecuencia de Micronucleos. La columna "Sig." muestra los valores de significacion para la
diferencia entre los subconjuntos. Los valores cercanos a 1 indican que los tratamientos en un

mismo subconjunto no tienen diferencias significativas entre si.
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Figura 21
Test de Duncan para la Frecuencia de Micronucleos para indicar las diferencias

estadisticamente significativas y homogéneos entre los tratamientos
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La figura 21 de barras muestra las medias de la Frecuencia de Micronucleos (porcentaje de
micronucleos) para diferentes tratamientos (T1 a T8), con barras de error que indican la desviacion
estandar (x SD). Ademas, las letras sobre cada barra (a, b, ¢, d & €) indican diferencias estadisticas

significativas entre los tratamientos

El tratamiento T2 tiene la media méas elevada del FMN, alrededor de 1.07, y esté etiquetado
con la letra "f". Esto indica que T2 es significativamente diferente a los tratamientos, los T1, T3y
T6 esta marcado con la letra "a" no presentan diferencias estadisticamente significativas entre si
en cuanto a la frecuencia de micronucleos. Es decir, todos estos tratamientos tienen frecuencia de
micronucleos muy baja o nula, el tratamiento T7 etiquetado con la letra “b”, T4 “c¢”, T8 “d” y T5
“e” todos estos son estadisticamente diferentes a todos los tratamientos. Los tratamientos T4, T5,
T7 yT8 se observa un incremento progresivo en la frecuencia de micronucleos, lo que indica que

las concentraciones mas altas de extracto pueden inducir dafio genético. (Anexo 16)
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3.3.8. Evaluacion de la Frecuencia de Células Binucleadas.

Figura 22
Frecuencia de Células Binucleadas presentes en todos los tratamientos en division de células

meristematicas de Vicia faba L
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En la figura 22 y la tabla 23 muestran la frecuencia de células Binucleadas, el tratamiento
T2 siendo la mas elevada 0.77%, con un nivel de toxicidad moderado por la presencia de
dexametasona tiene efectos genotdxicos, que en este caso se manifiestan con una elevada
frecuencia de células binucleadas. El efecto esta interfiriendo con la cariocinesis y por ende en el
proceso de division celular normal, posiblemente debido a disrupciones en el citoesqueleto o la
inhibicion de proteinas clave involucradas en la separacion de las células hijas durante la division,
también las células Binucleadas causadas después de completar la mitosis, no logran llevar a cabo
la citocinesis, podria ser por efecto de la inhibicidn de la citocinesis durante la interferencia en el
ensamblaje o formacion del fragmoplasto (Fenech, 2000) El hecho de que este tratamiento muestre
el mayor valor de células binucleadas indica un efecto genotoxico importante, donde la
dexametasona afecta la estabilidad estructural de las células vegetales, provocando errores en el
proceso de division en el tratamiento T1,T3 y T6 con 0% se observa el nivel de toxicidad de

minima o nula lo cual se interpreta que no existe dafio genotoxico pero para el tratamiento T6
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donde se exponen el extracto y la dexametasona presenta un efecto protector que al comparar con
el tratamiento T2 que posee un nivel de toxicidad moderado pasaria a minimo o nulo,
evidenciandose el efecto citoprotector, en los tiramientos T4 y T5, con 0.19% y 0.43% FBN con
nivel de toxicidad minima o nula lo que indica que no existe dafio genotoxico, en los tratamientos
T7y T8 con 0.13% y 0.36% FBN con nivel de toxicidad minima o nula que en comparacion con
el tratamiento T2 de dexametasona muestran que existe el efecto citoprotector ya que el tratamiento

T2 esta en un nivel moderado a comparacion de estas.

Tabla 25

Anélisis de varianza aplicada para la Frecuencia de Células Binucleadas

Suma de Media

cuadrados al cuadratica F Sig.
Entre grupos 1.565 7 224 40.8349 =00
Dentro de grupos 088 16 o0&
Total 1.652 23

La Tabla 26 presenta los resultados del analisis de varianza (ANOVA) aplicado a la
frecuencia de células binucleadas, dividiéndose en dos componentes: uno que representa la
variacién entre grupos y otro que indica la variacion dentro de los grupos. El valor de F calculado
es de 40.839, que resulta del cociente entre la media cuadratica entre grupos y la media cuadratica
dentro de los grupos. Un valor de F alto sugiere que la variabilidad entre los grupos es
significativamente mayor que la variabilidad dentro de cada grupo, lo que implica que hay
diferencias significativas en la frecuencia de células binucleadas entre los distintos tratamientos.
Ademas, dado que el P-valor es inferior a 0.05 y el valor de p es menor que 0.001, podemos

rechazar la hipoétesis nula, que sostiene que todas las medias de los tratamientos son iguales, y
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aceptar la hipoétesis alternativa, que indica que hay diferencias significativas entre las medias de

los tratamientos, con un nivel de confianza del 95.0%.

Para conocer que medias son significativamente diferentes unas de otras se debe de realizar

una prueba Post-Hoc, mediante el test de Duncan.

Tabla 26

Test de Duncan aplicada para la Frecuencia de Células Binucleadas

Subconjunto para alfa=0.05

TRATAMIEMNTOS I 1 2 3 4

T1 3 0000

T3 3 0000

TG 3 0000

T7 3 1332 1332

T4 3 1855

T8 3 570

TS 3 A284

T2 3 J743
Sig. 058 3849 254 1.000

Sevisualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. tiliza el tamafio de la muestra de la media armdnica = 3.000.

La tabla 27 muestra la comparacion multiple para determinar las medias que son
significativamente diferentes de las otras. Por lo cual presenta 4 subconjuntos homogéneos para la
frecuencia de Células Binucleadas. La columna "Sig." muestra los valores de significacion para la
diferencia entre los subconjuntos. Los valores cercanos a 1 indican que los tratamientos en un

mismo subconjunto no tienen diferencias significativas entre si.

89



Figura 23
Test de Duncan para la Frecuencia de Células Binucleadas para indicar las diferencias

estadisticamente significativas y homogéneos entre los tratamientos
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En la figura 23 muestra el test de comparaciéon multiple de Duncan donde presenta 4

subgrupos estadisticamente homogéneos, donde los tratamientos T1, T3 y T6 estan etiquetados
con la letra “a” lo cual indica que son iguales estadisticamente donde su media es 0, el T4 y T7
tiene una media de 0.1332 células binucleadas. se agrupa en un subconjunto etiquetado con la letra
“b” diferente a los tratamientos del subconjunto “a”, lo que indica que el tratamiento T7 tiene una
mayor cantidad de células binucleadas en comparacion con T1, T3y T6, pero esta diferencia no
es significativa en comparacion con el tratamiento T4 etiquetado con la letra “b”, los tratamientos
T5 y T8 son otro subgrupo con la letra “c” diferentes significativamente al resto de los grupos y el
tratamiento T2 con la letra “d” que presenta la mayor frecuencia de células Binucleadas y

significativamente diferente a los demas. (Anexo 17)
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Figura 24
Efecto citoprotector del extracto alcohdlico al 70° de hojas de Annona muricata L seco al 20%
frente al dafio genotdxico inducido por dexametasona en parametros como: Puentes Anfasiscos,

Mirconucleos y Celulas Binucleadas

Puentes Anafasicos o
N Aﬂ_. B |

nota: 3 microfotografias sobre anomalias causadas por dexametasona en el efecto

citoprotector del extracto alcohdlico de Annona muricata L.
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CONCLUSIONES

1. El andlisis de la marcha fitoquimica del extracto alcohdlico a 70° de hojas secas de
Annona muricata L., al 20%, evidenci6 la presencia de metabolitos secundarios como
flavonoides, compuestos fendlicos, triterpenos y esteroides, relacionados con

propiedades antioxidantes que podrian explicar su potencial efecto citoprotector.

2. El tratamiento con dexametasona al 0.1% generd un efecto citotdxico y genotoxico en
Vicia faba L., evidenciado por una reduccién del indice mitético de 24.62% (control) a
11.57%, y disminuciones marcadas en los indices de metafase, anafase y telofase.
Ademas, se observo un incremento en el indice Profasico (81.64%), asi como en la
frecuencia de puentes Anaféasicos (27.03%), micronucleos (1.07%) considerandose
como toxicidad moderada y células binucleadas (0.77%) perteneciente al nivel de

toxicidad moderada, lo que confirma su potencial genotéxico.

3. Elextracto alcohdlico a 70° de hojas secas de Annona muricata L. al 20% demostré un
efecto citoprotector significativo frente al dafio citotoxico y genotdxico inducido por
dexametasona, evidenciado por la comparacion de los indices mitéticos y de fases con
diferencias significativas (p = 0.001) en concentraciones de 0.25%, 0.5% y 1%
combinadas con dexametasona al 0.1%. Ademas, también se observo una disminucion
en el Indice de puentes Anafésicos, las frecuencias de micronicleos y células
binucleadas en comparacion con el grupo tratado solo con dexametasona 0.1%,
indicando que el extracto contribuye a mantener la estabilidad cromosomica. Las
concentraciones mas bajas (0.25%) mostraron mayor similitud estadistica con el grupo
control, sugiriendo un mejor balance entre efecto protector y ausencia de toxicidad

propia del extracto, mientras que las dosis mayores presentaron una respuesta dosis-
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dependiente. Estos resultados confirman que el extracto constituye una alternativa
prometedora para contrarrestar los efectos citotoxicos y genotoxicos de la

dexametasona en células meristematicas de Vicia faba L.
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RECOMENDACIONES.

1.-Se recomienda realizar investigaciones con otras partes de esta planta como, por ejemplo: las

raices, tronco, flores y frutos, ya que también en estos se encuentran metabolitos secundarios.

2.-Se recomienda un andlisis de todos los componentes de metabolitos activos mediante el uso de
técnicas cualitativas como HPLC, lo que sugiere potenciales propiedades bioactivas del extracto

que merecen ser exploradas en estudios posteriores

3.- Se recomienda ampliar las investigaciones con los metabolitos secundarios aislados para

conocer su potencial efecto citoprotector y toxico que podrian ocasionar cada uno de ellos

4.- Se recomienda realizar otro solvente y modelo o método de extraccion del extracto.
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ANEXO 1: Arbol de Annona muricata L. (Guanabana), recoleccion de sus hojas

Toma de muestra, de hojas de Annona muricata L., (13°00'23.3"S 72°35'45.2"W) (Google, s.f.)

en la municipalidad distrital de Huayopata, Provincia de La Convencidn, Regién Cusco.
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ANEXO 2: Punto de Geolocalizacién del punto de recoleccion de hojas de Annona muricata L.

Mapa sin nombre i .
La Gitima modificacion se realizé hace 33 minuto® =

® Agregarcapa A+ Compartic
© Obtener vista previa

X Q 13°0023.3°S 72°35'45.2'W

O 13°0023.3"S 72°35'45.2'W

¥ Capa sin titulo

7 Estilos individuales

Q Punto1

Mapa base

Nota: la imagen representa el punto de localizacion (13°00'23.3"S 72°35'45.2"W) (Google, s.f.) en la municipalidad distrital de

Huayopata, Provincia de La Convencion, Regién Cusco. lugar donde se encuentran loa arboles de Annona muricata L. donde se

recolectaron las hojas en el abordar de estosarboles.
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ANEXO 3: Procedimiento de extraccién mediane la técnica de maceracion

[ Secar a 40° por 72 horas } Triturar las hojas hasta
conseguir un polvo fino

Pesar 20gr y diluir en 100ml de alcohol
de70°

Secar a 40° muestras de

SR~}
o e

pesar y obtener el
promedio por cada 5ml
cuanto es el rendimiento

Dejar macerar por 7 dias y
agitar 2 horas cada dia

Filtrar 2 veces 109




ANEXO 4: Procedimiento de preparacion del reactivo orceina acética al 2%

Medir el acido acético glacial,
para diluir

[ Orceina } Pesar 2gr.

Almacenamiento en
un frasco ambar

. ., Bafio maria, parala
Filtracion g .
dilucion de la orceina
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ANEXO 5: Procedimiento de germinacion y elongacion radicular de Vicia faba L. y exposicion en los diferentes tratamientos.

Cuando ya
presenten radiculas

Germinacion de las semillas de Vicia
faba L. por 14 dias.

Instalacion de los 8 tratamientos con sus 3
repeticiones, por tiempo determinado segun
correesponda

Almacenamiento de las raicillas en
Carnoy

Corte de las radiculas 2-
5cm,

111



ANEXO 6: Procedimiento de tincion de las raicillas mediante la técnica de Tjio y Levans, y observacion.

o ABE

T '
J—
— Llevar al mechero la muestra con el
] ] Colocar la OrceinaAcética colorante hasta alznazar los 60° o emita
En;uagar czn algua qtest:lada N hasta cubrir las raicillas el humo blanco en intervalos de 5
veces, hasta quitar los \ . .
! q o\ minutos y por 3 veces, el ultimo por 15

rastros del Carnoy

minutos

Observacidon y conteo de las N ( e BN

células en division a 100x .
Montaje y squash




ANEXO 7: Promedio de las tres repeticiones y promedio general de los 8 tratamientos en los diferentes indices y frecuencias.

Tabla 27
Base de datos del Indice Mitotico , Indice de fases e Indice de Puentes Anafasicos; y de Frecuencia de Micronucleos y Frecuencia de

Células Binucleadas de los tratamientos : Control negativo (agua destilada) y control positivo dexametasona al 0.1%.

T1 T2
0.0% DEXAMETASONA 0.1%
CONTROL NEGATIVO CONTROL POSITIVO

INDICE DE FASES Y 1R(%) 2R(%) 3R(%) X(%) 1R®%) 2R(%) 3R(%) X (%)
FRECUENCIAS

IM 24.25 24.73 24.90 24.62 12.04 11.45 11.22 11.57

IP 57.12 59.08 59.07 58.76 81.25 81.43 82.22 81.64

16 HORAS DE IMe 14.21 13.94 13.46 13.86 6.25 5.91 5.78 5.98
EXPISICION 1A 15.13 14.50 14.58 14.73 7.08 6.75 6.67 6.83
IT 12.55 12.48 12.90 12.64 5.42 5.91 5.33 5.55

IPA 0 0 0 0 29.41 25 26.67 27.03

FMN 0 0 0 0 1.20 1.06 0.95 1.07

FBN 0 0 0 0 0.60 0.77 0.95 0.77
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Tabla 28

Base de datos del Indice Mitotico, Indice de Fases e Indice de Puentes Anafasicos; y de Frecuencia de Micronucleos y Frecuencia de

Células Binucleadas de los tratamientos: 0.25%, 0.5% y 1% de Extracto Alcoholico (70°) de Hojas Secas de Annona muricata L

CONCENTRACIONES

0.25% de Extracto Alcoholico
(70°) de Hojas Secas de

Annona muricata L. al 20%

T4

0.5% de Extracto Alcoholico
(70°) de Hojas Secas de

Annona muricata L. al 20%

1% de Extracto Alcoholico
(70°) de Hojas Secas de

Annona muricata L. al 20%

INDICE DE FASES Y
FRECUENCIAS
IM
IP
IMe
16 HORAS DE 1A
EXPOSICION IT
IPA
FMN
FBN

1R
(%)
24.45
58.64
13.99
15.02
12.35
0
0.09
0

2R
(%)

24.74
59.43
13.52
14.67
12.38

0

0

0

3R
(%)
24.98
60.34
12.84
14.56
12.26
0
0
0

X
(%)
24.72
57.47
13.45
14.75
12.33
0
0
0

1R
(%)
22.34
62.47
12.59
13.52
11.42
6.90
0.26
0.21

2R
(%)
23.04
61.76
12.53
13.85
11.87
7.94
0.30
0.15

3R

(%)
22.46
65.28
11.57
12.01
11.14
5.45
0.34
0.20

X
(%)
22.61
63.17
12.23
13.12
11.48
6.76
0.30
0.19

1R 2R
(o) (%)
1869 17.78
67  68.40
11.67  9.45
12 1270
9.33 945
11.11  17.95
062 0.64
044 0.6

3R

(%)
16.98
72.72
8.81

9.94

8.52
17.14
0.63

0.39

X
(%)
17.82
69.38
9.97
11.55
9.10
15.40
0.63
0.43
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Tabla 29

Base de datos del Indice Mitotico, de fases, Puentes Anafasicos; y de Frecuencia de Micronucleos y Células Binucleadas de los

tratamientos: 0.25%, 0.5% y 1% de Extracto Alcoholico (70°) de Hojas secas de Annona muricata L. al 20% + dexametasona al 0.1%

CONCENTRACIONES

0.25% de Extracto Alcoholico
(70°) de Hojas Secas de

Annona muricata L. al 20%

Dexametasona al 0.1%

0.5% de Extracto Alcoholico
(70°) de Hojas Secas de

Annona muricata L. al 20%

Dexametasona al 0.1%

1% de Extracto Alcoholico
(70°) de Hojas Secas de

Annona muricata L. al 20%

Dexametasona al 0.1%

INDICE DE FASES Y
FRECUENCIAS
IM
IP
IMe
16 HORAS DE 1A
EXPOSICION IT
IPA
FMN
FBN

1R
(%)

24.13
59.92
13.71
14.56
11.81

0

0

0

2R
(%)
24.47
59.48
13.57
1457
12.38
0
0
0

3R
(%)
23.93
59.96
12.77
14.94
12.34
0
0.05
0

X
(%)
24.18
59.78
13.35
14.69
12.18
0
0.02
0

1R
(%)
21.75
63.30
12.16
13.30
11.24
6.90
0.20
0.20

2R
(%)
22.55
63.77
12.5
12.92
10.81
4.92
0.19
0.19

3R
(%)
21.67
66.38
11.06
11.70
10.85
7.72
0.23
0.01

X
(%)
21.99
64.49
11.91
12.64
10.96
6.36
0.21
0.13

1R
(%)
18.32
69.43
10.29
11.14
9.14
18.75
0.42
0.37

2R
(%)
15.30
69.18
9.18
12.46
9.18
17.86
0.45
0.35

3R
(%)
16.62
73.14
8.24
10.37
8.28
16.13
0.40
0.35

X
(%)
16.75
70.58
9.24
11.32
8.86
17.58
0.42
0.36
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ANEXO 8: Tablas de analisis de varianza de los diferentes indices y frecuencias de los 8

tratamientos

Tamafios de efecto ANOVA?

Estimacion de  INtervalo de confianza al 95%

puntos Inferiar Superior
INDICE MITOTICO  Eta cuadrado 84 G44 487
Epsilon cuadrado 877 820 S8
Omega cuadrado efecto 876 817 980
fijo
Omega cuadrado efecto BR2 B11 874
aleatorio

a. Eta cuadrado y Epsilon cuadrado se estiman basandose en el modelo de efecto fijo.

La tabla indica que los tamarios de efecto son medidas que indican la magnitud de las diferencias
observadas entre los grupos en relacion con la variabilidad dentro de los grupos. las diferencias
observadas entre los tratamientos o concentraciones en relacion con el indice Mitotico son muy

grandes y estadisticamente significativas.

Tamafios de efecto ANOVA?

Estimacion de  Intervalo de confianza al 95%

puntos Inferiar Superior
INDICE PROFASICO  Eta cuadrado 867 888 E73
Epsilon cuadrado GA3 838 61
Omega cuadrado efecto 851 833 858
fijo
Omega cuadrado efecto 734 416 iR
aleatorio

a. Eta cuadrado y Epsilon cuadrado se estiman basandose en el modelo de efecto fijo.

La tabla indica que los tamafios de efecto son medidas que indican la magnitud de las diferencias
observadas entre los grupos en relacion con la variabilidad dentro de los grupos. Los tamarios de
efecto para el indice profasico son muy grandes, lo que indica que los tratamientos tienen un

impacto considerable y significativo en la fase de profase, Los valores altos de eta cuadrado,
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épsilon cuadrado, omega cuadrado efecto fijo y omega cuadrado efecto aleatorio: muestran que
casi toda la variabilidad en el indice proféasico puede explicarse por las diferencias entre los
tratamientos, lo que sugiere que estos tratamientos tienen un efecto fuerte y consistente en la

profase de la mitosis.

Tamafios de efecto ANOVA?

Estimacian de  INtervalo de confianza al 95%

puntos Inferiar Superior
INDICE METAFASICO  Eta cuadrado 8359 J494 9449
Epsilon cuadrado 812 J04 827
Omega cuadrado efecto 808 6945 824
fijo
Omega cuadrado efecto EBT 246 636
aleatorio

a. Eta cuadrado y Epsilon cuadrado se estiman basandose en el modelo de efecto fijo.

La tabla indica que los tamafios de efecto son medidas que indican la magnitud de las diferencias
observadas entre los grupos en relacion con la variabilidad dentro de los grupos. Los tamafios de
efecto para el indice Metafasico son muy grandes, lo que indica que los tratamientos tienen un
impacto considerable y significativo en la fase de Metafase, Los valores altos de eta cuadrado,
épsilon cuadrado, omega cuadrado efecto fijo y omega cuadrado efecto aleatorio: muestran que
casi toda la variabilidad en el indice Metafasico puede explicarse por las diferencias entre los
tratamientos, lo que sugiere que estos tratamientos tienen un efecto fuerte y consistente en la

Metafase de la mitosis.

Tamafios de efecto ANOVA?

Estimacidn de  Intervalo de confianza al 95%

puntos Inferior Superiar
INDICE AMAFASICO  Eta cuadrado 936 784 847
Epsilon cuadrado aose .6a0 824
Omega cuadrado efecto .a04 681 821
fijo
Omega cuadrado efecto R74 234 624
aleatorio

a. Eta cuadrado y Epsilon cuadrado se estiman basandose en el modelo de efecto fijo.

117



La tabla indica que los tamafios de efecto son medidas que indican la magnitud de las diferencias
observadas entre los grupos en relacion con la variabilidad dentro de los grupos. Los tamarios de
efecto para el indice Anafasico son muy grandes, lo que indica que los tratamientos tienen un
impacto considerable y significativo en la fase de Anafase, Los valores altos de eta cuadrado,
épsilon cuadrado, omega cuadrado efecto fijo y omega cuadrado efecto aleatorio: muestran que
casi toda la variabilidad en el indice Anafasico puede explicarse por las diferencias entre los
tratamientos, lo que sugiere que estos tratamientos tienen un efecto fuerte y consistente en la

Anafase de la mitosis.

Tamafios de efecto ANOVA?

Estimacian de  INtervalo de confianza al 95%

puntos Inferior Superiar
IMDICE TELOFASICO  Efa cuadrado G54 G486 887
Epsilon cuadrado 877 G822 S8
Omega cuadrado efecto 877 G148 S8
fijo
Omega cuadrado efecto BER E18 .878
aleatario

a. Eta cuadrado y Epsilon cuadrado se estiman basandose en el modelo de efecto fijo.

La tabla indica que los tamafios de efecto son medidas que indican la magnitud de las diferencias
observadas entre los grupos en relacion con la variabilidad dentro de los grupos. Los tamarfios de
efecto para el indice Telofasico son muy grandes, lo que indica que los tratamientos tienen un
impacto considerable y significativo en la fase de Telofase, Los valores altos de eta cuadrado,
épsilon cuadrado, omega cuadrado efecto fijo y omega cuadrado efecto aleatorio: muestran que
casi toda la variabilidad en el indice Telofasico puede explicarse por las diferencias entre los
tratamientos, lo que sugiere que estos tratamientos tienen un efecto fuerte y consistente en la

Telofase de la mitosis.
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Tamafios de efecto ANOVA?

Estimacion de

Intervalo de confianza al 95%

puntos Inferiar Superior
INDICE DE FPUEMTES Eta cuadrado 878 823 481
ANAFASICOS Epsilon cuadrado 968 889 973
Omega cuadrado efecto H66 .885 a7z
fijo
Omega cuadrado efecto 805 524 833
aleatorio

a. Eta cuadrado y Epsilon cuadrado se estiman basandose en el modelo de efecto fijo.

La tabla indica que los tamafios de efecto son medidas que indican la magnitud de las diferencias
observadas entre los grupos en relacion con la variabilidad dentro de los grupos. Los tamarios de
efecto para el indice de Puentes Anafsicos son muy grandes, lo que indica que los tratamientos
tienen un impacto considerable y significativo en la fase de Anafase, Los valores altos de eta
cuadrado, epsilon cuadrado, omega cuadrado efecto fijo y omega cuadrado efecto aleatorio:
muestran que casi toda la variabilidad en el indice de Puentes Anafasicos puede explicarse por las
diferencias entre los tratamientos, lo que sugiere que estos tratamientos tienen un efecto fuerte y

consistente en la mitosis.

Tamafios de efecto ANOVA?

Estimacian de  INntervalo de confianza al 95%

puntos Inferior Superiar
FRECUEMCIA DE Eta cuadrado 986 853 9849
MICRONUCLEOS Epsilon cuadrado 980 932 984
Cmega cuadrado efecto 880 830 983
fijo
Omega cuadrado efecto 873 B54 .8a2
aleatorio

a. Eta cuadrado v Epsilon cuadrado se estiman basandose en el modelo de efecto fijo.

Los tamafios del efecto para la frecuencia de microndcleos indican que los tratamientos tienen un
impacto muy grande en la formacién de micronucleos. Las estimaciones del tamafio del efecto
(Eta cuadrado, Epsilon cuadrado, y Omega cuadrado efecto fijo) sugieren que una proporcién muy
alta de la variabilidad en los micronucleos se debe a las diferencias entre tratamientos. Esto resalta

la importancia de los tratamientos en la variabilidad observada y confirma que los efectos son
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significativos y relevantes. Dado que los tamafios del efecto son tan altos, es evidente que los

tratamientos estan produciendo diferencias substanciales en la frecuencia de micronucleos

Tamafios de efecto ANOVA®

Estimacion de  Intervalo de confianza al 95%

puntos Inferior Superior
FRECLEMCIA DE Eta cuadrado 947 821 856
CELULAS BINUCLEADAS  gpqj10n cuadrado 924 742 937
Omega cuadrado efecto A 734 834
fijo
Omega cuadrado efecto 24 283 E70
aleatorio

a. Eta cuadrado y Epsilon cuadrado se estiman basandose en el modelo de efecto fijo.

Los tamarios del efecto para la frecuencia de Celulas Binucleadas indican que los tratamientos
tienen un impacto muy grande en la formacion de micronucleos. Las estimaciones del tamafio del
efecto (Eta cuadrado, Epsilon cuadrado, y Omega cuadrado efecto fijo) sugieren que una
proporcion muy alta de la variabilidad en los micronicleos se debe a las diferencias entre
tratamientos. Esto resalta la importancia de los tratamientos en la variabilidad observada y
confirma que los efectos son significativos y relevantes. Dado que los tamarios del efecto son tan
altos, es evidente que los tratamientos estan produciendo diferencias substanciales en la frecuencia
de Celulas Binucleadas
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ANEXO 9: Carta de informacion sobre permiso de recoleccién de Annona muricata L. emitido

por el SERFOR.

e

-/

=]

Cusco, 16 de Enero del 2024 i
CARTA N® D000026-2024-MIDAGRI-SERFOR-ATFFS - Cusco

Senor(a)

WALTHER RODRIGO FLORES ACHAHUI
DNI 71624910

URB PICCHU ALTO H1
CUSCO-CUSCO-CUSCO

Prosente -

Asunto : Solicita informacion sobre recoleccidon de hojas Annona Muricata

Referencia ¢ Carta del 12.01.2024
PROVEIDO D000120-2024-MIDAGRI-SERFOR-ATFFS CUSCO

Tengo el agrado de dirigirme a usted, en atencién a su carta de la referencia, donde su
persona, solicita informacion sobre la recoleccion de hojas de Annona Muricata L. con
nombre comun de Guanabana en zona privada del distnto de Huayopata, provincia La
Convencién, Cusco, para investigacion de tema de tesis de la UNSAAC ttulada
*Evaluacion del efecto citoprotector de extracto alcohdlico de Annona Muricata L. frente
a la toxicidad inducida con dexametasona en bioensayos con Vicia faba L."

Al respecto debo senalar que, de conformidad a la Ley N° 29763 Ley Forestal y de Fauna
Silvestre y sus Reglamentos, el SERFOR otorga autorizaciones de investigacion
cientifica en caso que eslas involucren recursos forestales y de fauna silvestre
(pudiendo ser necesario su colecta), en ese sentido considerando que la especie
Annona Muricata L. (Guanabana) corresponde a una especie frutal cultiva no
identificada como recurso forestal silvestre, informo a usted que, nueslra representada
en el marco de sus atribuciones establec:das en la Ley, no tiene competencias para el
otorgamiento de autorizacion de la investigacion proyectada.

Es propicia la ocasion para expresarle los sentimientos de mi consideracion.

Atentamente,

Documento fimaco d glaimente
RONALD SENIN CHANCASANAMPA MEDINA
ADMINISTRADOR TECNICO FFS

Eap 2022 0001513

ATFFS - CUSCO

Av Javier Prago Oeste N* 2442 Con I i

Urd Orrantia. Magdaiena del Mar - Lima 17 pu .‘lHE SPLT% sicemrimane
| - - .

T (811) 2259005 NS IS S\ /% on e

www gob pe/serfor pgu et S

WWW 2SD peSm Jagn

TR BEE

REEps £/ 5gd sertor o pe/validadorDocumental/ « o APIUKS)
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ANEXO 10: Certificado de identificacion de la especie Annona muricata L. por parte del Herbario

VARGAS-CUZ.




ANEXO 11: Resultados de la marcha fitoquimica del extracto alcohdlico a 70° de hojas al 20%
de Annona muricata L. por parte del laboratorio de cromatografia y espectrometria de la facultada

de Ciencias de la UNSAAC.

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO
FACULTAD DE CIENCIAS

LABORATORIO DE CROMATOGRAFIA Y ESPECTROMIETRiA - Pabellon de Control de Calidad
AV. De la Cultura 733 CUSCO-PERU Contactn 973868855

RESULTADOS
Cusco 08 de Febrero 2024
Solicitante : Walther Rodrigo Flores Achahui
Tipo de Andlisis : Marcha fitoquimica
Método : Reacciones a la gota y Solubilidad en diferentes solventes
Tipo de Muestras : Extracto etanolico al 70% de hojas de Arnena muricata L
Cantidad de Muestra : Una, con 1gr aproximadamente
Almacenamiento 14 °C.
- p .
Ensayo Extracto etanoll_co al 70% de hojas
de Annona muricata L
Compuestos Fendlicos +++
Flavonoides +++
Alcaloides -
Triterpenos y Esteroides +++
Saponinas -
Taninos -
Quinonas -

Abundante = +++, Poco = ++, Muy Poco = +, Ausente = —

Nota:
El ensayo fitoquimico realizado al extracto consistié en reacciones de coloracion y/o
precipitacion, en el que se evalud la presencia o ausencia de metabolitos secundarios.

Referencia

o Lock de Ugaz O. 1994, "Investigacion Fitoguimica Métodos en el estudio en los
productos naturales” Pontificia Universidad Catdlica del Perd, Lima.
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