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RESUMEN

Matricaria chamomilla (manzanilla) es una planta comunmente usada en fitoterapia para aliviar
diversas enfermedades a través de sus compuestos activos. Pese a ello, se han detectado especies
vegetales con fines terapéuticos que contienen principios activos responsables de intoxicaciones
y otros efectos colaterales sobre la poblacién que las consume. Por ello, mediante este estudio
se buscd determinar el efecto citotoxico y genotoxico del extracto acuoso de Matricaria
chamomilla (manzanilla) a concentraciones de 10, 20 y 30 mg/ml sobre las células del
meristemo de Allium cepa (cebolla). Para su realizacion, se utiliz6 12 bulbos de cebolla que
fueron expuestos a distintos tratamientos del extracto y un grupo control. La coloracion,
preparado citolégico y montaje se realizaron de acuerdo a la técnica de Fiskesjo. Se hizo un
conteo de aproximadamente 3600 células meristematicas, ademas se calculo el indice mitético
(IM), indice de fases y aberraciones celulares. Encontrandose un IM de 1,89 % para la
concentracion mas alta (30 mg/ml), mientras que, para el indice profasico fue de 88,89%, para
el indice metafasico de 11,11%, para el indice anafésico e indice telofasico de 0% y 0%
respectivamente. Asi mismo, se hallaron presencia de células con doble nucleo (binucleadas) y
macronucleos. Concluyéndose asi, que los extractos acuosos de manzanilla a las
concentraciones ya mencionadas ocasionaron citotoxicidad y genotoxicidad sobre las células

meristematicas de la cebolla.

Palabras clave: Matricaria chamomilla, Allium cepa, Citotdxico, Genotoxico, Extracto

acuoso.
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ABSTRACT

Matricaria chamomilla (chamomile) is a plant commonly used in phytotherapy to alleviate
various diseases through its active compounds. Despite this, plant species for therapeutic
purposes have been detected that contain active principles responsible for poisoning and other
side effects on the population that consumes them. Therefore, this study sought to determine the
cytotoxic and genotoxic effect of the aqueous extract of Matricaria chamomilla (chamomile) at
concentrations of 10, 20 and 30 mg/ml on the meristem cells of Allium cepa (onion). For its
realization, 12 onion bulbs were used that were exposed to different extract treatments and a
control group. Staining, cytological preparation, and mounting were performed according to the
Fiskesjo technique. A count of approximately 3600 meristematic cells was made, in addition the
mitotic index (MI), phase index and cellular aberrations were calculated. Finding an MI of
1.89% for the highest concentration (30 mg/ml), while for the prophasic index it was 88.89%,
for the metaphasic index 11.11%, for the anaphasic index and index telophasic of 0% and 0%
respectively. Likewise, the presence of cells with double nucleus (binucleated) and macronuclei
were found. Thus, it was concluded that the aqueous extracts of chamomile at the
aforementioned concentrations caused cytotoxicity and genotoxicity on onion meristematic

cells.

Key words: Matricaria chamomilla, Allium cepa, Cytotoxic, Genotoxic, Aqueous extra
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INTRODUCCION

Las plantas con fines médicos han sido usadas por el ser humano desde la antigiiedad en
el tratamiento o curacion de diversas dolencias. Ademas de emplearse para la elaboracion
de muchos farmacos industriales que son lanzados al mercado®. Existe una conviccion
erronea de que las plantas usadas en fitoterapia no producen efectos colaterales al ser
consumidas, sin embargo, estas contienen sustancias activas no solo encargadas de las
propiedades curativas, sino también de las intoxicaciones y los efectos secundarios al ser
consumidas en dosis no adecuadas y por tiempos prolongados??, lo cual genera que la
poblacién utilice las plantas empiricamente y se auto medique con ellas, sin conocer sus

efectos colaterales®.

Por otro lado, se sabe que alrededor del 40% de los medicamentos en el mercado proceden
directa o indirectamente de fuentes naturales; perteneciendo el 25% a plantas, 13% a

microorganismos y 2% a animales®.

Por lo que, en el transcurso de los ultimos afios se han ejecutado diversos estudios sobre
plantas medicinales para poder comparar o corroborar sus beneficios, encontrar los
principios activos que poseen y que les permiten aliviar las distintas dolencias o
enfermedades, siendo una de estas plantas Matricaria chamomilla (manzanilla)®,
perteneciente a la familia de las Asteraceas, especie Chamomilla o también conocida
como Recutita’. Esta planta requiere de condiciones frias y templadas con una
temperatura de 7 — 26°C y crece en varios tipos de suelo, pero es preferible un suelo bien

drenado, arenoso o limo con pH entre 4y 88,

M. chamomilla estd compuesta aproximadamente por 120 componentes quimicos,
identificados como metabolitos secundarios con actividad farmacoldgica potencial®. Entre los
compuestos quimicos que posee esta planta se encuentra el terpeno, farneseno, camazuleno,
flavonoides, cumarina, apigenina-7-O-glucosido, acido cafeico, acido clorogénico,
luteolina, y a-bisabolol®, de los que se consideran a sesquiterpenos, flavonoides y

cumarinas los constituyentes mas importantes’'*2. Los flavonoides, en condiciones

1



naturales, son producidos como glucésidos ligados a la fraccion de los azucares, estos se
caracterizan por ser altamente estables y disolubles en agua, y es por esta solubilidad que

la forma mas comun de su uso es la infusion®.

De modo que, Matricaria chamomilla (manzanilla), es utilizada para tratar nervios,
insomnio, heridas inflamadas, colicos, problemas respiratorios, infecciones
gastrointestinales y vaginales, etc’. Sin embargo, pese a todas las propiedades que se le
asignan a M. Chamomilla, es necesario realizar ensayos para asegurar el consumo
adecuado de esta planta y evitar los riesgos, considerando que, se ha encontrado que
distintos extractos de plantas con fines terapéuticos causan dafios citotoxicos y
genotoxicos en las células, debido a mutaciones genéticas y cromosémicas en las células,

asi también estan relacionados a enfermedades como el cancer!314,

Al respecto, estudios realizados indican que el extracto hidroalcohdlico de M.
chamomilla tiene actividad bactericida contra Staphylococcus aureus vy
Propionibacterium acnes™>', a su vez es efectiva frente a protozoos como Leishmania
amazonensis y Trypanozoma cruzi’, mientras que, el aceite esencial de las flores tiene
efecto antimicotico sobre Aspergillus niger'® y antiparasitaria, frente a larvas L3 de
Anisakis tipo I, amastigotes intracelulares de Leishmania braziliensis y Leishmania
panamensis'®?°, ademas se determind que el extracto acuoso es efectivo frente al caro

Psoroptes cuniculi ®.

Es importante conocer, que el efecto citotdxico de una sustancia es considerado como el
dafio, alteracion del ciclo o muerte celular'®. Para evaluar la toxicidad se determina el
efecto antiproliferativo de las sustancias, ya sea mediante conteo directo de células o a
través de la inhibicion de funcion metabdlica celular®. La determinacion de la
citotoxicidad y genotoxicidad es relevante para la identificacion de alteraciones en el
material genético, como mutaciones vinculadas al incremento del riesgo de desarrollar
celulas cancerigenas y otras patologias, para ello se usan como indicadores de una

apropiada proliferacion celular a los indices mitdticos y de replicacion?.



Cabe resaltar que, las células se reproducen a través de un proceso llamado divisién
celular, en el cual su material genético (ADN) se divide entre dos nuevas células hijas?,
sin embargo, debido a errores en el proceso de replicacion y division del ADN este
proceso puede verse afectado, es por ello que se realizan estudios genotdxicos, los cuales
tienen como objetivo principal mostrar el tipo o nivel de organizacion del ADN al que
pertenece el dafio ocasionado por la sustancia que se estd usando, en relacion a ello se
establecieron cuatro niveles: mutacion genética (nivel 1), mutacion cromosomica (nivel

2), dafio primario al ADN (nivel 3), transformacion celular (nivel 4), etc®*.

Se hace mencidn a las aberraciones cromosomicas cuando ocurre cambio en la forma o
cantidad de cromosomas, que podrian ser causadas por factores quimicos, fisicos o
bioldgicos. EI método que se utiliza para determinar aberraciones cromosomicas es una
técnica citogenética, este resulta muy Util pues permite identificar si la sustancia a la que
es expuesta la muestra adquiere propiedades mutagénicas o cancerigenas mediante la
evaluacion de mecanismos clastogénicos, caracterizados por la ruptura cromosomica
durante la mitosis, 0 mecanismo aneugeénico, que es la alteracion en cuanto a la estructura

celular tal como el huso mitético y esto conlleva a pérdidas cromosomales® 4,

Sin embargo, existen factores mdaltiples como el estilo de vida, cambio climatico,
tratamientos médicos, polimorfismos genéticos, etc., que influyen en la integridad
cromosomica. Ademas, estas aberraciones cromosomicas estan relacionadas con algunas
enfermedades genéticas como el cancer, por lo cual es importante evaluar efectos de
sustancias de interés con la finalidad de conocer futuras aplicaciones terapéuticas*®*, por
eso se desarrollaron ensayos para conocer el efecto genotoxico in vitro, el cual en la
actualidad estd prosperando debido a su uso en investigaciones relacionadas a la

mutagénesis®.

La evaluacion de la genotoxicidad de diversos extractos de plantas con fines terapéuticos
debe realizarse primero a través de pruebas in vitro, aprobadas internacionalmente, que
determinen el dafio a nivel de mutaciones genéticas y cromosémicas. Por lo general, los

ensayos se basan en los niveles | y I, debido a su diversidad y amplia utilizacion,



mediante estos se busca la deteccion en etapas inicial de genotoxicidad, las cuales son
expresadas como alteraciones cromosomicas, intercambio de cromatidas hermanas,
formacion de micronucleos, roturas cromosomicas (producto de la radiacion y de
sustancias genotoxicas), mutaciones génicas a la altura de locus HPRT (hipoxantina
fosforibosiltransferasa), sintesis de ADN no programada y electroforesis celular; es por
ello que las pruebas in vitro han ido adquiriendo cada vez mas importancia entre los
analisis genotdxicos con el paso de los afios ya que poseen una elevada sensibilidad y

precision®26,

Existen diversos ensayos para evaluar estos efectos, entre las cuales aparecen ensayos in
vitro como la prueba de captacién de rojo neutro, ensayo de union al azul de kenacid,
ensayo de reduccion de MTT (Bromuro de 3(4,5 dimetil-2-tiazoil)-2,5-difeniltetrazolico),
prueba de electroforesis alcalina de células individuales impregnadas en microgel?”28, asi
también ensayos in vivo empleando individuos como Mus musculus, Artemia salina,
Drophila melanogaster, Lactuca sativa, Lepidium sativum, Vicia faba, Allium cepa,

entre otros, que son expuestos a las distintas sustancias?®.

No obstante, entre las técnicas mas utilizadas para la determinacion del efecto citotoxico
y genotodxico de alguna sustancia, se encuentra el Allium test, usado por Levan desde

1938, el cual ha demostrado un 80% de efectividad®.

Es asi que, las células meristematicas apicales de Allium cepa (cebolla) se utilizaron para
evidenciar dafios del material genético, como mutaciones cromosémicas y alteraciones
mitoticas, pues estas permiten evaluar con facilidad un vasto rango de alteraciones en las
células, lo que convierte a las raices de esta planta en materia bioldgica altamente sensible
para la deteccion de sustancias dafiinas para el bienestar del ser humano y del medio
ambiente®, Ademas, cuando los bulbos de Allium cepa se rehidratan se estimula el
desarrollo de los meristemos, lo que a su vez produce el alargamiento de las raices de esta
especie vegetal. En cambio, si la rehidratacion se hace con sustancias que presentan
toxicidad, la division celular del meristemo radicular puede verse inhibido, ya sea por el

retraso en alguin proceso de la mitosis o la destruccion misma de la célula®:.



Siendo asi que, el rapido desarrollo de las raices de A. cepa y la respuesta inmediata de
su ADN a sustancias citotdxicas y genotdxicas (de consistencia liquida), indican que estas
puedan causar dafio en el ciclo celular, lo cual, conforme a la cuasi universalidad del
cddigo genético llevaria a suponer que estos agentes podrian causar un potencial efecto

toxico en el proceso normal de la division celular de cualquier célula eucariota®?%,

Existen diversas investigaciones que demuestran el efecto citotdxico y genotoxico de
distintas plantas medicinales, las cuales emplearon Allium cepa como marcador
biolégico, mediante el método de Allium test. Entre ellos, se tiene un estudio realizado
por Santa Cruz-Lépez y Cabrejo-Paredes, en el que se evalud los efectos citotdxicos y
genotoxicos de los extractos acuosos de las hojas de Physalis peruviana L. (aguaymanto)
a 10, 20 y 30mg/ml. Encontrando que estos extractos ocasionaron un decrecimiento en el
indice mitético, dando un 10,14% para el extracto de mayor concentracion. En cuanto, a
los indices de la profase, metafase, anafase y telofase obtuvieron 93,51%, 1,62%, 2,50%
y 2,37% respectivamente, ademas, observaron la presencia de alteraciones en las células,
encontrando células con doble nicleo (binucleadas) y puentes cromosémicos. Asi mismo,
se evidencid la inhibicidon del crecimiento radicular en la cebolla y se observo cambios en

la forma y consistencia de las raices®.

Mediante otro estudio, se identifico los efectos citotoxicos y genotdxicos de los extractos
acuosos de semillas de Moringa oleifera (moringa) a concentraciones de 0,05; 0,1; 0,5y
1 g/L durante 48 horas, evidenciandose un decrecimiento del indice mitético y la
aparicion de alteraciones a nivel cromosomico, los cuales incrementaron directamente

proporcionales al tiempo y concentracion del extracto?.

Asi mismo, los extractos acuosos de Caesalpinia spinosa (tara) en concentraciones de
0%, 0,42%, 0,83%, 1,25% y 1,67% sobre las células de los meristemos de la cebolla,
mostraron citotoxicidad y genotoxicidad, ademas, se evidencidé una disminucion
estadisticamente significativa del indice mitdtico, dependiendo de la concentracion del

extracto?.



Del mismo modo, se evalud la citotoxicidad de los extractos hidroalcohdlicos de las
cascaras de Citrus limon (limdn) a tratamientos de 0,25%, 0,50% y 0,75%, de las cuales
sobresale la concentracion de 0,75%, pues evidencid una disminucion significativa del

6,52% en el indice mitotico y a la vez un incremento del 18,94% en el indice anafésico®.

Mientras que, Saldafia-Jiménez et al., mediante su investigacion evaluaron los efectos
citotoxicos y genotoxicos del extracto acuoso de Syzygium aromaticum (clavo de olor) a
1% y 2% de concentracion, sobre células meristematicas de cebolla, en la que se
obtuvieron resultados que mostraron el decrecimiento del indice mitético y el hallazgo de

anomalias mitéticas como puentes anafasicos y células binucleadas®.

Posteriormente, se investigaron los potenciales efectos genotdxicos de los extractos
metandlicos de Euphorbia hirta (hierba de paloma) a 125, 250, 500 y 1, 000 ug / ml,
donde se mostro que el indice mitdtico disminuy0 a medida que aumentaban las
concentraciones de extracto y se observo aberraciones cromosémicas, dependiente de la
dosis, como pegajosidad, c-mitosis, puentes, cromosomas Vvagabundos y células
micronucleadas en la interfase, las cuales aumentaron con relacion a las dosis

empleadas®.

Por otro lado, el extracto acuoso de Inula viscosa (olivarda) a 2,5; 5y 10 mg/ml inhibid
significativamente el desarrollo de la raiz de A. cepa, observandose también la
citotoxicidad que causa y, la presencia de aberraciones cromosomicas, como

microntcleos en la division celular?’.

Akinboro y Bakare demostraron que los efectos citotoxicos y genotdxicos de extractos
acuosos de Azadirachta indica (neem), Morinda lucida (benth), Cymbopogon citratus
(zacate limoén), Mangifera indica (mango) y Carica papaya (papaya) a concentraciones
de 1; 2,5; 5, 10 y 20% de cada uno de los extractos, causan efectos mitodepresores en la

division celular y alteracion inducida del huso mitdtico en A. cepa®.



Asi mismo, el extracto acuoso de Maytenus laevis (palmo rosado), a 1,92; 3,19 y 4,92
mg/ml, mostro tener efecto citotoxico y causar anomalias en las células, como células
binucleadas, trinucleadas, aberraciones en el cromosoma, anormalidad en la forma de las
células y vacuolizaciones en las células meristematicas de A. cepa; ademas se hizo énfasis
en la concentracion de 7,13 mg/ml, pues ocasiond la destruccion completa de las raices,

inclusive después de seis horas de iniciado el tratamiento2,

En tanto, Gastafiadui mediante su investigacion mostro la citotoxicidad y genotoxicidad
del Ibuprofeno a concentraciones de 0, 200, 400 y 800 mg/L en células meristematicas de
la cebolla, en donde se evidencid la disminucion del indice mitético, siendo de 7,8 % y
aumento del indice profésico, con un 85,6 %; asi mismo se evidencié disminucion del
indice en la metafase, anafase y telofase con un 7,9%, 4,6% y 1,9% respectivamente; del
mismo modo se encontraron alteraciones cromosomicas, como puentes anafasicos,

metafases anormales, micronGcleos y polintcleos®.

Es asi que, por lo ya mencionado anteriormente, esta investigacion buscard adquirir
informacidn actual a cerca del efecto citotoxico y genotoxico que implica la ingesta
indiscriminada de la manzanilla, que al ser utilizada empiricamente y sin un control
estandarizado puede causar efectos adversos en quienes la consumen. De manera que,
mediante este estudio se puede determinar posibles alteraciones en el material genético,
mutaciones criticas, etc., que podrian aumentar el riesgo de padecer cancer, entre otras.
Cabe resaltar que, no existen muchos estudios enfocados en la toxicologia de las plantas
medicinales, a pesar de que el manejo de una dosis inadecuada, puede estar relacionada al

desarrollo de ciertas enfermedades.



Il. OBJETIVOS
2.1. Objetivo General

Determinar el efecto citotoxico y genotdxico del extracto acuoso de Matricaria
chamomilla (manzanilla) a concentraciones de 10, 20 y 30 mg/ml sobre células
meristematicas de Allium cepa (cebolla).

2.2. Objetivos especificos

- Evaluar el indice mitético e indices de fases en las células meristematicas de Allium
cepa (cebolla) sometidos al extracto acuoso de Matricaria chamomilla (manzanilla)

a concentraciones de 10, 20 y 30 mg/ ml.

- Identificar alteraciones en las células meristeméticas de Allium cepa (cebolla)
ocasionadas por el extracto acuoso de Matricaria chamomilla (manzanilla) a

concentraciones de 10, 20 y 30 mg/ ml.

- Calcular el crecimiento radicular y su porcentaje de inhibicion en Allium cepa
(cebolla) expuestas al extracto acuoso de Matricaria chamomilla (manzanilla) a
concentraciones de 10, 20 y 30 mg/ ml.



I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1. Poblacion, muestra'y muestreo

La poblacion fue conformada por 12 cebollas en buenas condiciones fitosanitarias.
Mientras que la muestra fue constituida por células del meristemo apical de las raices

de los 12 bulbos. EI muestreo fue no probabilistico de tipo intencional.

3.1.1 Criterios de inclusion
Se consideraron cebollas con un peso aproximado de 60-80 gr. que se
encontraban en buen estado y con una homogeneidad en tamafio, forma,

color, consistencia dura, sin las catéafilas y raicillas secas.

3.1.2 Criterios de exclusion
Se excluyeron las cebollas que tenian dafiado el disco radicular, no se
encontraban en buenas condiciones y no cumplian con los criterios de

inclusion.

3.2. Variables de estudio

3.2.1. Variable dependiente

Células meristematicas de Allium cepa (cebolla).

3.2.2. Variable independiente

Extracto acuoso de Matricaria chamomilla (manzanilla).

La operacionalizacion de variables esta disponible en el Anexo 3.



3.3. Métodos, técnicas, procedimientos e instrumentos de recoleccion de
datos

3.3.1 Tipo y disefio de investigacién

Estudio de tipo experimental y disefio de estimulo creciente, con distintas

concentraciones, un pos prueba y un grupo control.

3.3.2 Metodologia
El método de la investigacion fue el inductivo porque se logré obtener conclusiones

generales partiendo de antecedentes e informacion obtenida en particular®:,

3.3.3. Procedimiento para la recoleccion de datos

Recoleccion y seleccion de la especie vegetal

Se obtuvo la muestra de Matricaria chamomilla a 2623 m.s.n.m. en el caserio La
Palma Central, distrito de Jaén, Se secO a temperatura ambiente y luego se realizd
la identificacion en el herbario Augusto Weberbauer (MOL) de la Universidad
Nacional La Molina (anexo 4), y se transport6 al laboratorio de la Universidad

Nacional de Jaén para su procesamiento.
Preparacion del extracto acuoso de Matricaria chamomilla (manzanilla)

Se procedi6 a la recoleccion de 1 gramo de manzanilla; previamente lavada,
desinfectada y secada, luego se puso en un vaso de precipitado el cual contenia 100
ml de agua destilada estéril. Después se obtuvo el extracto de 10mg/ml colocando
la manzanilla a 80°C durante 15 minutos. Posterior a ello se filtro el extracto acuoso
con papel filtro Whatman N°1. Para la obtencion del extracto al 20 y 30 mg/ml se

us6 la misma metodologia*.
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Obtencion de las raicillas de Allium cepa (cebolla)

Se usé 12 bulbos de cebolla, de pesos entre 60 a 80 gramos, a estos se les retiraron
las catéfilas y raicillas secas. Luego se les insertd cuatro palillos de dientes a
distancias equitativas con el fin de sujetar el bulbo de la cebolla en la boca del vaso
de vidrio para que el agua estuviera en contacto con el disco germinativo y asi lograr
la produccion de nuevas raicillas. El vaso se llend con 100 ml de agua del grifo
(para cubrir todo el disco germinativo), se cambid el agua cada 24 horas durante 3

dias (72 horas), teniendo en cuenta que estas raicillas deben crecer en oscuridad®.

Exposicion de las raicillas a las diferentes concentraciones del extracto

Una vez transcurridas las 72 horas, las raicillas de 9 cebollas fueron expuestas a los
extractos de manzanilla a distintas concentraciones preparadas previamente (10, 20
y 30 mg/ml). Esta exposicion se realiz6 por un lapso de 24 horas. Mientras que, los
tres restantes fueron tomadas como control, dejandolas en exposicién al agua de

cafio®?.

Medicién de las raices de la cebolla.

Después de exponer las raices a los diferentes tratamientos, se constato la longitud
promedio de las raices, esto se realizd utilizando una regla comun con una escala

milimétrica. El efecto inhibitorio se calculd mediante la siguiente formula3*:

% Inhibicion = (longitud del control — longitud de la muestra) x 100

longitud del control

Obtencidn de preparados citoldgicos
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Una vez finalizados los procedimientos, se realizé el corte de los apices radicales
de cada cebolla, se lavé con agua destilada y se colocaron en una luna reloj.
Posterior a ello, se afiadieron nueve gotas de orceina al 2% y se le agregd una gota
de HC1 (4cido clorhidrico) 1N. Las raicillas fueron llevadas al fuego hasta lograr
la emisidn de vapor o humo blanco (esto se repitié 3 veces con tiempos intermedios
de 15 minutos), evitando hervir el colorante y dejando reposar por 10 minutos, todo

ello conforme la técnica de Fiskesjo®.

Analisis citologico para determinar el efecto citotdxico y genotoxico en Allium

cepa

En una lamina portaobjeto, se colocé cada &pice coloreado, se agregd 1 gota de
gelatina glicerinada y se cubrié con una laminilla, posteriormente se realizd el
“squash” (aplastamiento) del tejido y se sell6 los bordes de la laminilla con esmalte
transparente para ufias, esto con el fin de evitar la deshidratacion celular*. Luego,
los preparados citologicos fueron observados al microscopio dptico BM-120 a 400x
y 1000x de aumento.

Para evaluar citotoxicidad, se considero los valores del indice mit6tico (IM) e indice
de fases (IF). En tanto, para la genotoxicidad se evalud el hallazgo de aberraciones
celulares como puentes cromosomicos, células con doble ndcleo (binucleadas),

entre otras®*.

% IM = Numero de células en mitosis (P+M+A+T) x 100

Numero total células

% IF = Numero de células por fase mitoticax 100

Numero de células en mitosis

3.3.4. Técnicas e instrumentos de recoleccidon de datos
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Se utilizé como método de recoleccidn de datos la observacion estructurada de
las variables evaluadas. Ademas, se us6 como herramienta para la recoleccion
de datos una ficha de control (Anexo 5), en donde, el personal encargado registré

los eventos observados y las cualidades de estos durante el desarrollo del ensayo.

3.4 Analisis estadistico de datos

Se utilizd Microsoft Office Excel® 2013 y Minitab® 17 para Windows® version 8
para realizar el analisis estadistico de datos*. Se organizd los datos en tablas y graficos
para poder comparar los resultados a las diferentes concentraciones empleando
promedios, desviacion estandar (DS), varianza y coeficiente de correlacion de Pearson
para los datos cuantitativos con el fin de determinar el efecto del extracto acuoso de

M. chamomilla.
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IV. RESULTADOS

De este estudio se concluyé que los extractos acuosos de Matricaria chamomilla
(manzanilla) en concentraciones de 10 mg/ml, 20 mg/ml y 30 mg/ml son citotéxicos y
genotoxicos para las células meristematicas de Allium cepa (cebolla), para confirmar lo

anterior se obtuvieron los siguientes resultados:

La tabla 1 mostro los promedios de los porcentajes del indice Mitdtico (IM) y de Fases;
observandose un IM menor (1,89%) en la mayor concentracion, en comparacion con el
IM obtenido del control (32,00%), asi también se observd un aumento del indice
Profésico (IP) del tratamiento a 30 mg/ ml (88,89%), en contraste con el obtenido por el
control (42,06%). Las células en metafase, anafase y telofase fueron las que disminuyeron

considerablemente en contraste al control utilizado.

El andlisis de varianza (ANOVA) mostrd diferencias significativas estadisticamente entre
las medias del indice mitético y de fases, en funcion de la concentracion del extracto
acuoso de manzanilla, lo que permitié demostrar que este extracto afecta el indice
mitotico y de fases en Allium cepa (Anexo 6). Ademas, la prueba de Tukey compard la
media de los indices de profase, metafase, anafase y telofase, en donde encontr6 que la
media de los indices profasicos eran significativamente mayor que la media de los demas
indices. Sumado a ello, el coeficiente de correlacion de Pearson entre el indice profasico
y anafasico y entre el indice profasico y telofasico indicaron que existe una correlacién
significativa pero inversamente proporcional, asi cuando aumenta el indice profasico,
disminuye el indice anafésico y telofasico respectivamente; mientras que, entre indice

anafasico y telofasico se encontrd una correlacion directamente proporcional (Anexo 7).
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Tabla 1. Indice mitético e indices de fases en las células meristematicas de Allium cepa
(cebolla) sometidas al extracto acuoso de Matricaria chamomilla (manzanilla) a

concentraciones de 10, 20 y 30 mg/ ml.

CONTROL DESVEST Tl DESVEST T2 DESVEST T3 DESVEST

Mﬁgﬁgo 32,00 05774 13,11 0838 722 05092 189 01925

Pngg(sjﬁjo 42,06 3,7270 41,64 30771 5239 25071 88.89  9.6225

MEE;%:‘ICO 2048 08248 2453 15670 23,16 16721 1L11  9.6225

ANTFD},_\(S:IECO 23,25 1,1950 2029 12700 16,86 16567 0,00  0,0000

TES)];%EICO 1421 19036 1354 07330 7.60 22565 0,00  0,0000
F: 8,54 p<0,05

Para la cuantificacion de aberraciones celulares se consideraron las células con
macronucleo y binucleadas (Anexo 8). Observandose la presencia de anomalias en todas
las concentraciones evaluadas, siendo en la mayor concentracion de 29,33% y 34,67%

para células binucleadas y células con macronucleo respectivamente.

ABERRACIONES CROMOSOMICAS

40.00
3900 34.67

30700 29.33
30.00 27,00
21100
20.00
10.00 l
0.00
1 M2 M3

M

H Binucleacion ® Macrontcleos

Figura 1. Aberraciones en las células meristematicas de Allinm cepa (cebolla)
ocasionadas por el extracto acuoso de Matricaria chamomilla (manzanilla) a

concentraciones de 10, 20 y 30 mg/ ml.
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La tasa de inhibicion del crecimiento radicular se calcul6 considerando el promedio de
las raices de cebollas con las que se trabajo, lo que indicé una disminucién en las
longitudes de las raicillas, de acuerdo a las concentraciones examinadas y con ello un
incremento del porcentaje de inhibicion del crecimiento, el cual fue de 57,05% para el

tratamiento 3 (Tabla 2).

Tabla 2. Crecimiento radicular y su porcentaje de inhibiciéon en Allium cepa (cebolla)
expuestas al extracto acuoso de Matricaria chamomilla (manzanilla) a concentraciones

de 10, 20 y 30 mg/ ml.

Longitud Desviacion
i Porcentaje de
Concentracion de raiz Estandar (DS)
inhibicion (%)
(cm)

Control 4,82 0,09 0,00
Tratamiento 1 (10 mg/ml) 3,31 0,17 31,33
Tratamiento 2 (20 mg/ml) 2.63 0,17 45,44
Tratamiento 3 (30 mg/ml) 2.07 0,09 57,05
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V. DISCUSION

Las células del tejido meristematico apical de las cebollas representan un modelo
adecuado para estudiar anomalias que ocurren dentro de la célula, pues, al estar expuestas
a sustancias antimitdticos, cito y genotoxicas, su desarrollo se vuelve anormal, lo que se
ve reflejado en el dafio de hasta los cromosomas, lograndose inhibir, retrasar o causar

apoptosis, durante la division celular??.

Por ello, durante el estudio se determinaron los efectos citotoxicos y genotoxicos del
extracto acuoso de Matricaria chamomilla (manzanilla) a concentraciones de 10, 20 y
30 mg/ml sobre células meristematicas de Allium cepa (cebolla), de las cuales se
contabilizaron 3 600 células meristematicas de las 12 cebollas (bulbos) estudiadas, donde
se observé un porcentaje menor en el indice mitético de las células que estuvieron
sometidas a las distintas concentraciones del extracto. El indice mitotico obtenido en el
grupo control fue 32,00%, a diferencia del 1,89% reportado en la mayor concentracién
(Tabla 1), evidenciando una marcada reduccion del indice mitético, que estaria
relacionada al efecto del extracto acuoso de manzanilla (p<0,05).

Es necesario resaltar que, las CdKs (enzimas quinasas dependientes de ciclinas), son las
encargadas de la regulacion del ciclo celular, ya que son las responsables de la
fosforilacion de muchos sustratos, incluyendo los inhibidores del ciclo, permitiendo asi
que este progrese*. Las etapas que preceden mitosis (que constituyen a la interfase), son
responsables de la replicacion del ADN, la condensacion cromosdmica, la formacion del
huso acromatico y la preparacion para la desintegracion de la membrana nuclear, siendo
necesarios los productos de estos procesos para iniciar la mitosis, donde tiene lugar la
division celular?*44, Sin embargo, ciertas sustancias son capaces de afectar el complejo
Ciclina-Kinasas, teniendo como consecuencia que las células no cumplan las condiciones

para pasar hacia la mitosis y que descienda la cantidad de células en division?,

Es asi que, compuestos como los sesquiterpenos, flavonoides y cumarinas presentes en la

manzanilla 112, podrian ser responsables de interrumpir el ciclo celular y, por lo tanto,
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reducir la division celular, lo que sugiere efectos citotoxicos y genotdxicos de esta planta.
Los resultados obtenidos coinciden con el estudio realizado por Santa Cruz Lépez y
Cabrejo Paredes, quienes evaluaron los efectos citotoxico y genotoxico de Physalis
peruviana L. (aguaymanto), afirmando que redujo el indice mitético en un 10,14%
cuando se tratd con el extracto de mayor concentracion®. Asi también, se evidenci el
efecto cito y genotdxico de Maytenus laevis (palmo rosado), encontrandose que, para la
concentracion de 7,13mg/ml fue de 5,49%*. Del mismo modo, al evaluar Moringa
Olieifera (moringa) en su extracto acuoso, también se observo una significativa reduccién

de la tasa del indice mitdtico en todas las concentraciones estudiadas?.

El caculo del indice profasico mostr6 un aumento significativo, del 88,89% para el
extracto de 30mg/ml, mientras que el grupo control un 42,06% (Tabla 1). Esto podria ser
ocasionado por los efectos oxidativos de algunos componentes activos de la manzanilla
(sesquiterpenos, flavonoides y cumarinas), capaces de afectar al complejo ciclina B —
cdkl y con ello evitar que se activen las proteinas de mantenimiento estructural
(condesinas), polimerice el ADN y se forme el huso mitético, de manera que, las células
no pasen de profase a metafase con normalidad®. Estudios como el de Saldafia-Jiménez
et al., mostraron también un incremento del indice profasico en las distintas

concentraciones del extracto de Syzygium aromaticum (clavo de olor) estudiadas®.

En cuanto al indice de metafase (Tabla 1), en el tercer tratamiento (30mg/ml) tuvo una
marcada disminucion, siendo 11,11% para esta concentracion, frente al 20.48 % en el
grupo control, lo que indicaria que cuando se aumentd la concentracion del extracto,
condujo a una disminucion en la agregacion del huso mitético debido a la inhibicion del
factor promotor de la mitosis, lo cual hara que se deje de realizar la polimerizacion de
microtubulos (ancla al cinetocoro), de manera que se obtiene un menor indice de células
en metafase®. Concordante a estos resultados, se tiene la investigacion del efecto
citotoxico del extracto hidroalcohdlico de cascaras de Citrus limon (limén) donde se
mostr6 un indice metaféasico de 12,56%, al exponer las células meristematicas de cebollas
al extracto de mayor concentracion, mientras que, para el grupo control un valor de
14,91%3,
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Los indices de anafase y telofase (Tabla 1), se redujeron significativamente en
comparacion al control utilizado, llegandose a observar 0% en los bulbos expuestos al
extracto de 30mg/ml, esto debido a que la mitosis fue detenida en la metafase, por lo
tanto, se pierden las fases restantes del ciclo celular®®. Resultados similares se obtuvieron
al evaluar las raicillas de Allium cepa expuestas al extracto acuoso de C. spinosa (tara),
obteniendo 6,6% para el indice anafasico y 2,5% para el indice telofasico, a diferencia
del control en el que se obtuvo 15,8% parael IAy 13,1% parael IT, por lo que se observa

una marcada diferencia en cuanto a la disminucion de estos indices?.

Asi también, se observé la presencia de aberraciones celulares, que ocurren
espontaneamente o bajo la exposicion a factores fisicos o quimicos que pueden afectar el
nlimero cromosémico o de manera estructural a la célula®. En este estudio se visualizaron
macronucleos y células binucleadas (Anexo 8) en los distintos tratamientos relacionadas
con el incremento de las concentraciones (Figura 1). Las anormalidades encontradas
fueron concordantes con lo reportado en un estudio de Saldafia — Jiménez et al., quienes
expusieron los bulbos de cebolla a distintas concentraciones del extracto acuoso de clavo
de olor, evidenciando la presencia de 0,36% de células binucleadas, en las raicillas
expuestas al 2% del extracto®®.

De modo que, las células con binucleaciones (Anexo 8) pueden aparecer debido a un
proceso de citocinesis incompleto, durante el cual se bloquea la fusion de vesiculas del
aparato de Golgi, que van del centro de la célula a la periferia e impiden la formacion del

fragmoplasto, responsable de la nueva pared celular en la telofase®.

En un estudio titulado “Estudios preliminares sobre citotoxicidad y la genotoxicidad de
un extracto derivado del palmo rosado en células meristeméaticas de Allium cepa”,
también se encontraron formas irregulares en las células y megacélulas en la minima
concentracion a la que se expusieron las células meristematicas, coincidiendo con lo

reportado en esta investigacion (Anexo 8).
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La Tabla 2 evidencio el efecto de distintas concentraciones de manzanilla en el
crecimiento de la raiz de la cebolla. Se encontré que, el crecimiento de la raiz de la cebolla
se redujo en las raices expuestas a los tratamientos con extracto acuoso, es asi que, se
calculd un porcentaje de inhibicién de crecimiento del 57,05 % en las raices enfrentadas
a 30mg/ml del extracto de manzanilla; valores superiores a los obtenidos en el estudio del
efecto citotoxico de las hojas de aguaymanto, cuya inhibicion del crecimiento de las raices
presentd un maximo del 42,44%34. Es importante recalcar que a diversas concentraciones
de extracto de manzanilla se observé hinchazén de la raiz de cebolla 'y pérdida de firmeza.

Esto se observo con mayor frecuencia a concentraciones de 30 mg/ml. (Anexo 8).

La manzanilla es una planta muy utilizada para aliviar diversas dolencias y cominmente
se consume en forma de infusion, pero si se consume en dosis erroneas durante un largo
periodo de tiempo puede interrumpir el ciclo celular y puede causar cambios en el ADN
de la célula, causando problemas mayores e incluso incentivando la formacion de tumores

malignos que conducen al cancer.

Finalmente, diversos autores reportaron que las plantas y animales comparten morfologia
similar en cuanto a sus cromosomas y, por lo tanto, responden al tratamiento con
mutagenos de manera similar a otros eucariotas*®*’. Por lo tanto, los resultados obtenidos
en este estudio son de gran importancia, ya que permitirian establecer un vinculo con la
exposicién a sustancias con potencial citotoxico y genotoxico en seres humanos,

constituyendo una base para futuras investigaciones.
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VI.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES

Los indices mitéticos y de fase disminuyeron en las células meristematicas de
Allium cepa (cebolla) expuestas a extractos acuosos de Matricaria chamomilla
(manzanilla) a concentraciones de 10, 20 y 30 mg/ml, considerando el control

utilizado.

Se identificaron anomalias celulares, como células binucleadas y macronucleos
inducidas por extractos acuosos de Matricaria chamomilla (manzanilla) a

concentraciones de 10, 20 y 30 mg/ ml.

El crecimiento radicular disminuyd, mostrando aumento de la tasa de inhibicion
en Allium cepa (cebolla) expuesta a extractos acuosos de Matricaria chamomilla
(manzanilla) a concentraciones de 10, 20 y 30 mg/ ml.

RECOMENDACIONES

El estudio del efecto citotoxico y genotoxico del extracto acuoso de manzanilla, resulta

ser de guia futuras investigaciones en toxicologia vegetal. Por lo que se recomienda:

Utilizar, en futuros estudios, otras técnicas para evidenciar el dafio a nivel celular
y las anomalias a nivel cromosémicos, como ensayos de micronicleos, ensayo

cometa, entre otros.

Evaluar en condiciones estandar de laboratorio, la dosis y el tiempo de exposicion
adecuados para que el extracto acuoso de manzanilla no ocasione dafios a nivel

celular.
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- Emplear extractos de plantas diversas que son usados con frecuencia como
tratamiento empirico de distintas enfermedades, evaluar su toxicidad, para prevenir

algin dafio citotoxico y genotdxico que estos puedan causar.
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Anexo 3

Operacionalizacion De Variables

VARIABLES DEFINICION DIMENSIONES | INDICADORES
CONCEPTUAL
Un extracto acuoso es
extracto acuoso de | una parte de la materia 10mg/ml
Matricaria chamomilla | prima extraida con agua. 20mg/ml
(manzanilla) Concentraciones | 30mg/ml

Células meristematicas
de Allium cepa
(cebolla)

Son células no
diferenciadas que se
dividen continuamente,
por lo que son capaces
de autorreproducirse y
dar origen a otra célula.

Indice mitético.

Citoxicidad Indice de fases.
Crecimiento de
raices.

Genotoxicidad Aberraciones
cromosomicas.
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Anexo 4

Constancia de identificacion en el herbario Augusto Weberbauer (MOL) de
la Universidad Nacional La Molina.

+ HOMINEM

UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA
FACULTAD DE CIENCIAS
Departamento Académico de Biologia

La Molina, 10 de marzo de 2021

CONSTANCIA DE IDENTIFICACION
009-2021-HM-UNALM

Mediante la presente se informa que las muestras de «nanzanillay provenientes del centro
poblado La Palma Central (provincia de Jaén, departamento de Cajamarca), remitidas por las
estudiantes Fiorella Lisseth Llanos Yangua y Leyla Sugey Femindez Saavedra,
comrespondientes al proyecto de investigacion «Efecto citotoxico y genotdxico del extracto
acuoso de Matricaria chamomiila (manzanilla) sobre células meristemidticas de .Alimm cepa
(cebolla)», han sido estudiadas en el Herbario del Departamento de Biologia de la Universidad
Nacional Agraria La Molina (MOL) para su determinacién taxondémica. El examen y
reconocimiento de los caracteres morfolégicos de orden cualitativo y cuantitativo en tales
especimenes permiten concluir que corresponden a la especie Matricaria chamomilia L. de la
familia Asteraceae.

La clasificacion taxonémica de la especie segin el sistema APG IV (Angiosperm Phylogeny
Group, 2016) es la siguiente:

Clado :  angiospermas (= Angiospermae)
Clado mesangiospermas (= Mesangiospermae)
Clado eudicotiledéneas (= Eudicotyledoneae)

Clado gunnéridas (= Gunneridae)
Clado pentapétalas (= Pentapetalae)
Clado superastéridas
Clado astéridas
Clado enastéridas (= gencianidas)
Clado campanmilidas
Orden Asterales
Familia Asteraceae
Género MatricariaL.
Especie Matricaria chamomillaL.
Atentamente,

A Z[”Lc L,ﬁ?’,/ f( T
Merc
Jefe

Herbario del Dpto. de Biologia (MOL)

Facultad de Ciencias

Universidad Nacional Agraria La Molina

des Flores Pimentel™

Invesfigadbr Adjunto
Herbario del Dpto. de Biologia (MOL)

Facultad de Ciencias
Universidad Nacional Agraria La Molina

@ herbariomol@lamolinaedupe 2 wwwlamolina edu pe/facultad/ciencias/cbiologia/herbariol
#®  Av La Molina s/n La Molina - Lima - Lima — Pert B Telf 614 7800 anexo 489
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Fecha:
Lugar:
Numero de muestras:

Anexo

5

Ficha de control

hora:

Tratamiento

Laminilla

Indice
mitético
(™M)

Promedio

Indice de fases

IP

IMet | IA

1T

Indice
Interf

Crecim.
radicular

Porcentaje
de
imbibicion

Aberraciones
cromosomicas

binucleadas

Cel.

Control
negativo

Concentracion
10mg/ml

Concentracion
20mg/ml

Concentracion
30mg/ml
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Anexo 6

Tabla 3. Analisis de la Varianza de los indices mitoticos de Allium cepa (cebolla)

sometida a diferentes concentraciones del extracto acuosos de M. chamonilla

(manzanilla).
SC MC

Fuente GL Ajust. Ajust. Valor F Valor p

Factor 4 5868 1467,1 8,54 0,001

Error 15 2576 171.,8

Total 19 8445
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Figura 2. Grafica de probabilidad, ajustes e histograma para el indice mitotico e indice
de fases de Allium cepa (cebolla) sometida a diferentes concentraciones del extracto

acuosos de M. chamonilla (manzanilla).
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Anexo 7

Tabla 4. Correlacion de Pearson de los indices de fase de Allium cepa (cebolla) sometida

a diferentes concentraciones del extracto acuosos de M. chamonilla (manzanilla).

Indice Indice Indice Indice
Mitotico Profasico Metafasico Anafasico

Indice Profésico -0,696
0,304
Indice Metafésico 0,380 0,927
0,620 0,073
Indice Anafasico 0,765 -0,992 0,886
0,235 0,008 0,114
Indice Telofasico 0,801 -0,970 0,823 0,969
0,199 0,030 0,177 0,031

Tabla 5. Prueba de Tukey de los indices de fases de Allium cepa (cebolla) sometida a

diferentes concentraciones del extracto acuosos de M. chamonilla (manzanilla).

Factor N Media Agrupacion
Indice Profasico 4 56,2 A
Indice Metafésico 4 19,82 B
Indice Anafasico 4 15,10 B
Indice Telofasico 4 8,84 B
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Figura 3. Grafica de prueba de tukey del indice mitotico e indice de fases de Allium cepa

(cebolla) sometida a diferentes concentraciones del extracto acuosos de M. chamonilla

(manzanilla).
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Anexo 8

Evidencias fotograficas

Figura 4. Obtencion vy filtrado del extracto acuoso de Matricaria chamomilla

(manzanilla).

Figura 5. Exposicion de las raices de Allium cepa (cebolla) frente al extracto acuoso

de Matricaria chamomilla (manzanilla).
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Figura 6. Medicion de las raices de Allium cepa (cebolla) despues de la exposicién a

los tratamientos.

Figura 7. Obtencion de los preparados citologicos de Allium cepa (cebolla).
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CB MN

Figura 8. Células binucleadas (CB) y células con macronucleos (MN) observado en
células meristematicas de Allium cepa (cebolla) sometidas a la concentracion de 30

mg/ml del extracto acuoso de Matricaria chamomilla (manzanilla).

Figura 9. Tumoracién en raices de Allium cepa (cebolla) sometidas a la
concentracion de 30 mg/ml del extracto acuoso de Matricaria chamomilla

(manzanilla).
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Figura 10. Fases de la mitosis en células meristematicas de Allium cepa (cebolla) en

grupo control.
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Anexo 9

Base de datos de investigacion

Tabla 6. Base de datos del conteo de células de Allium cepa (cebolla) expuestas al extracto

acuoso de Matricaria chamomilla (manzanilla) a concentraciones de 10, 20 y 30 mg/ ml.

CONTROL
Fases del ciclo
celular CEBOLLAT CEBOLLAZ CEBOLLA 3 TOTAL
L1 Lz L3 K] Lz L3 K] Lz L3
Interfase =3 g9 G G833 53 =t [ E5.33 E3 g2 Kl E7.33 g1z
Profaze i) 13 15 14.00 16 i) 12 .00 2 13 2 1233 11
Metafase g g T £.33 5 ] g £33 T ] g T.o0 53
Anafase T g g .00 g T 3 .33 T il g 8.00 g7
Telofase 5 ) ) 4.33 ) 3 5 4.00 5 [ 5 533 4
Total 100 100 100 100.00 100 0a 100 100.00 100 oa 100 100.00 300
Tratamiento 1 (10 mg/ml)
Fases del ciclo
celular
CEROLLA1 CEBOLLAZ CEBOLLA 3 TOTAL
L1 Lz L3 L1 Lz L3 L1 Lz L3
Interfase &8 a7 &8 BTET &R 8 L] 87.00 &8 83 a7 86.00 782
Profase 5 B 5 5.33 B 5 B SET 5 B 5 5.33 43
Metafase [ 3 2 3.00 3 [ z 300 [ 4 3 367 29
Anafasze z Z 3 233 3 3 2 ZET z 4 3 3.00 24
Telofase 1 2 2 167 2 2 1 167 1 3 2 200 &
Toral 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 300
Tratamiento 2 (20 mg/ml)
Fases del ciclo
celular CEBOLLAT CEBOLLAZ CEBOLLAS TOTAL
L1 L2 L3 L1 L2 L3 L1 L2 L3
Interfase 32 33 33 3267 33 3d 33 3333 33 32 32 3233 535
Profaze ) ) 3 367 ) 3 ) -y ) 3 3 4.00 34
Metalfase 2 1 2 167 2 1 2 167 1 2 2 167 15
Analase 1 1 z 133 1 1 1 100 1 2 1 133 1
Telofase 1 1 1] 067 a 1 a 033 1 1 1] 0.&7 5
Total 100 100 00 00 100 00 100 100 00 100 00 00 500
Tratamiento 3 (30 mg/ml)
Fases del ciclo
celular CEBOLLAT CEBOLLAZ CEBOLLA3 TOTAL
L1 L2 L3 L1 L2 L3 L1 L2 L3
Interfase 37 b 3 35.00 38 38 k] 38,33 LI ik 38 38.00 883
Profase 2 2 1 167 2 i 1 167 2 1 i 167 )
Metalase 1 0 0 033 0 il 0 0.00 1 0 il 033 2
Analase 0 0 0 0.00 0 il 0 0.00 0 0 il 0.00 0
Telofase 0 0 0 000 0 0 0 000 0 0 0 000 0
Total 100 00 100 00 100 00 00 100 00 100 00 00 am
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