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Resumen

El probable efecto antineoplasico del extracto de Annona cherimola Mill “chirimoya”, es controversial. Por
tanto, como la neoplasia implica una alteracion del ciclo celular (CC) del tejido afectado; una aproximacion
para evaluar el efecto antineoplésico del extracto seria exponiéndolo ante una poblacién celular con el CC
alterado. El objetivo del estudio fue valuar el efecto del extracto alcohdlico de la pulpa del fruto de A.
cherimola Mill en el CC del biosensor Vicia faba L. “haba” expuesto al colorante alimentario tartrazina al
0,1%, 0,3% y 0,5%. Se us6é un disefio experimental al azar, con seis tratamientos. La poblacion celular
estudiada fue de V. faba L. (2n = 12), sometida inicialmente a la tartrazina para inducir la alteracion del CC y
luego expuesta al extracto del fruto de A. cherimola Mill para evaluar la probable regulacion del CC. El
indicador de la alteracion y regulacion celular fue el indice mitdtico (IM) de V. faba L. Para determinar el IM,
las células se sometieron al protocolo de Tjio y Levan (1968), luego se observo un promedio de 1500 células
por tratamiento, en un microscopio de luz, de campo claro, a 400X y 1000X. Los datos se sometieron a las
pruebas de Anova y Tukey (a = 0,05). Se hall6 que el extracto alcohdlico de la pulpa del fruto de A. cherimola
Muill si regula el ciclo celular de V. faba L., alterado por tartrazina, al generar un IM de 19,2 + 2,0 hallandose
diferencia significativa. Asi, el extracto presentaria componentes que coadyuvan en mecanismos de
recuperacion celular.
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Abstract

The likely antineoplastic effect of extract of Annona cherimola Mill "chirimoya", is controversial. Therefore,
such as neoplasia involves an alteration of the cell cycle (CC) of the affected tissue; an approach to evaluate
the antineoplastic effect of extract would be exposing it to a cell population with the altered CC. The aim of
this study was to evaluate the effect of alcoholic extract from the pulp of the fruit of A. cherimola Mill on the
CC of the biosensor Vicia faba L. "bean" exposed to the food coloring tartrazine 0.1%, 0.3% and 0.5%. An
experimental design was random, with six treatments. The cell population studied was of V. faba L. (2n = 12),
initially submitted to tartrazine to induce the alteration of CC and then exposed to the extract of the fruit of A.
cherimola Mill to assess the likely regulation of the CC. The indicator of alteration and cellular regulation was
the mitotic index (MI) of V. faba L. To determine the M, cells were subjected to the protocol Tjio and Levan
(1968), then it was observed an average of 1500 cells by treatment, in a light, field microscope light, 400 x and
1000 X. The data were submitted to Anova and Tukey tests (o = 0.05). It was found that the alcoholic extract
of the pulp of the fruit of A. cherimola Mill if it regulates the cell cycle of V. faba L., altered by tartrazine, by
generating an MI of 19.2 + 2.0 finding significant difference. Therefore the summary would provide
components that contribute in cell recovery mechanisms.

Keywords: Annona cherimola M., cellular regulation, tartrazine, Vicia faba L.

1. Introduccion la época prehispanica. Inicialmente se baso
En Perd, la medicina popular, medicina en el uso de plantas medicinales autoc-
folklorica o folk medicine se practica en  tonas; luego, la irrupcion espafiola del
las comunidades andina y selvatica desde  siglo XVI y la reciente globalizacion
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aperturd el ingreso de vegetales foraneos
en nuestro pais, algunos de los cuales
pasaron también a formar parte de dicha
préactica popular.

Una de las plantas icono usadas por las
comunidades nacionales ancestrales en el
tratamiento de enfermedades es Uncaria
tomentosa Wild “ufia de gato”; cuyo efecto
benéfico para la salud se ha demostrado
cientificamente al reportarse su accion en
la actividad mitética, antitumoral vy
antioxidante (Dreyfuss et al., 2010; Kuras
et al., 2009). De otro lado, uno de los
vegetales foraneos méas promocionado por
sus propiedades benéficas es Morinda
citrifolia L. “noni”, la cual ha generado la
aparicion de  numerosas  empresas
nutracéuticas nacionales e internacionales.
De M. citrifolia L. se reporta la accion de
su fruto y raices en células humanas
malignas (Hirazumi et al., 1996; Kamiya et
al., 2010) y de su fruto en la tlcera géstrica
y actividad anti-inflamatoria (Mahattanadu
et al. 2011; Nitteranon et al., 2011).

Pero, en los Gltimos afos se ha difundido
en la medicina popular las propiedades
curativas de dos plantas autéctonas perte-
necientes a la familia anonéceas: Annona
muricata L. “guanabana” y Annona
cherimola Mill “chirimoya”, existiendo
una profusa informacion virtual sobre las
bondades medicinales de estas dos espe-
cies. Recientes investigaciones realiza-das
en A. muricata L. evidencian que sus hojas
y el fruto tienen efecto analgésico,
antiespasmadico, antiulcerogénico e inclu-
so anticancerigeno (Beneval et al., 2016;
Gavamukulya et al., 2014; Jiménez et al.,
2014). Asi mismo, trabajos realizados en
A.cherimola Mill evidencian un alto poder
antioxidante, reducidor de radicales libres,
actividad citoprotectiva y accion quelante
de metales, de su cascara y pulpa del fruto
(Barreca et al., 2011; Goiii et al., 2010;
Gupta-Elera et al., 2011; Loizzo et al.,
2012).

Se afirma incluso que el fruto de
A.cherimola Mill tendria efecto anti-
cancerigeno, sin embargo, la informacién
cientifica es escasa y controversial, por lo
gue se consider6 de interés investigar

dicho efecto. El cuadro cancerigeno se
caracteriza por presentar una manifestacién
neoplasica (tumor) debido a la pérdida del
control del ciclo celular (CC) del tejido
afectado. Por tanto, como la neoplasia es
una evidencia de la alteracion del ciclo
celular (CC); una aproximacion para
evaluar el efecto antineoplasico del
extracto del fruto de A.cherimola Mill seria
exponiéndolo ante una poblacion celular
modelo con el CC alterado.

Una poblacién celular modelo es la de
Vicia faba L. “haba”, la cual por presentar
un genoma diploide de so6lo doce
cromosomas (2n = 12) metacéntricos y
acrocéntricos de gran tamafio y alta
sensibilidad, permite una fécil lectura de su
CC en términos de indice mitético (IM) e
indice de fases mitoticas. Esta cualidad del
vegetal lo ha convertido en uno de los
bioindicadores de citotoxicidad y geno-
toxicidad ante agentes fisicos y quimicos
mas importantes junto con Allium cepa L.
(2n = 16) (Andrioli et al., 2006; Beltran,
2009; Beltran, 2013; Castillo et al., 2000;
Fiskesjo, 1993; Guevara, 2015; Leme y
Marin, 2009; Ma et al., 2012; Srivastava y
Mishra, 2009).

En el estudio se us6 como agente inductor
de la alteracion del CC al colorante
tartrazina, una de las sustancias quimicas
mas usadas en la industria alimentaria, a
pesar de una serie de controversias sobre
su citotoxicidad (Mpountoukas et al.,
2010; Patterson y Blutter, 1982; Kashanian
y Zeidali, 2011).

El objetivo de la investigacion fue evaluar
el efecto del extracto alcohdlico de la
pulpa del fruto de A. cherimola Mill en el
ciclo celular del biosensorVicia faba L.
“haba” var. minor expuesto al colorante
alimentario tartrazina 0,1%, 0,3% y 0,5%,
por cuatro horas.

2. Materiales y métodos

2.1 Material bioldgico y quimico

Los frutos de A. cherimola Mill y las
semillas de V. faba L. var. minor fueron
adquiridos en un supermercado de la
ciudad de Trujillo (Per() y catalogados por
el  Herbarium Truxillense de Ia

-246-



R. Beltrdn y P. Beltrdn / Scientia Agropecuaria 7 (3) 245 - 251 (2016)

Universidad Nacional de Trujillo (UNT).
Los frutos de A. cherimola Mill se
adquirieron  refrigerados, verdes 'y
turgentes, luego se mantuvieron a la
temperatura ambiental (23 °C) hasta lograr
su maduracion avanzada. Se usaron
semillas de V. faba L. secas y envasadas.
El colorante tartrazina Sigma se adquirié
en un centro de expendios de productos
quimicos de Trujillo (La Libertad, Peru).

2.2 Obtencion del extracto alcohdlico de
la pulpa del fruto de Annona cherimola
Mill “chirimoya”

Para obtener el extracto alcoholico, el fruto
en estado de madurez avanzada fue
sometido a los siguientes pasos: a) Retiro
de la céscara y semillas; b) Extraccion
manual de la pulpa; ¢) Secado de la pulpa
en estufa y al ambiente por cinco dias; d)
Exposicion de la pulpa seca al alcohol
etilico 90° durante cuatro dias; e)
Vaporacion del alcohol para obtener el
extracto; f) Disolucidn del extracto en agua
destilada 1/100; g) Obtencion de 500 ml de
disolucion madre del extracto alcohdlico
de la pulpa del fruto de A.cherimola Mill.
De esta disolucion base se prepararon las
diversas concentraciones usadas en el
disefio experimental.

2.3 Germinacion de las semillas de V.
faba L.

Las semillas secas de V. faba L. se
mantuvieron en algodén humedecido con
agua destilada para inducir la germinacién
de las raicillas primarias y secundarias. A
los cuatro dias, se seleccionaron 18
semillas con las raicillas secundarias mas
turgentes, abundantes y de 1 cm de
longitud.

2.4 Disefio experimental

Se usé un disefio experimental al azar con
seis tratamientos: T1 (control, testigo
negativo, raicillas en agua destilada); T2
(testigo positivo, raicillas en tartrazina
0,1%); T3 (testigo positivo, raicillas en
extracto de chirimoya al 5%); T4 (raicillas
en 0,1% de tartrazina, luego en extracto de
chirimoya 0,5% ); T5 (raicillas en 0,3% de
tartrazina, luego en extracto de chirimoya

0,5%) y T6 (raicillas en 0,5% de tartrazina,
luego en extracto de chirimoya 0,5%).
Cada tratamiento tuvo tres repeticiones, la
duracion del tratamiento fue de cuatro
horas.

2.5 Ejecucién del protocolo de Tjio y
Levan (1968)

Luego de mantener las raicillas de V. faba
L por cuatro horas en cada tratamiento, se
disectaron los &pices y se sometieron al
protocolo de Tjio y Levan (1968): a)
fijacion de los &pices en soluciéon de
Carnoys; b) coloracion e hidrolisis de los
apices en una mezcla de orceina acética
2% + HCI 1N; c) aplastamiento en
monocapa sobre laminillas portaobjeto de
vidrio; d) observacion microscépica de la
poblacion celular modelo de V. faba L., las
células meristematicas se observaron,
contaron en nimero de 1500 y analizaron
en un microscopio de luz Olympus, de
campo claro, a 400X y 1000X.

2.6 Analisis citoldgico de V. faba L. y
evaluacion del ciclo celular (CC)

El indicador de la inicial alteracion del
ciclo celular (CC) por accién de la
tartrazina y su posterior regulacion por
efecto del extracto alcohdlico de la pulpa
del fruto de Annona cherimola Mill de la
“chirimoya” fue el indice mitotico (IM) de
V. faba L.

La formula para determinar el indice

mitético (IM) fue: IM =%’X 100; donde

NCM: Numero de células en mitosis y
NTC: Numero total de células meristema-
ticas. Se contaron un promedio de 1500
células por raicilla en cada tratamiento.

2.7 Tratamiento estadistico

Los porcentajes promedio de los IM de
Vicia faba L. hallados en los seis
tratamientos fueron sometidas a la prueba
de Anova para determinar diferencia
significativa en algin tratamiento.
Posteriormente, los promedios fueron
analizados con la prueba de comparaciones
maltiples de Tukey para determinar en cudl
0 cuéles de los tratamientos estaria la
diferencia estadisticamente significativa.
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3. Resultados y discusion

En la Tabla 1 se presentan los porcentajes
promedios del indice mitético (IM) y de
los indices de fase (IP = indice profésico;
IMe = indice metafasico; IA = indice
anafasico; IT = indice telofésico) de la
poblacion celular modelo del biosensor
Vicia faba L. en los seis tratamientos
estudiados. Los valores del tratamiento T1,
corresponden a los indices de la poblacion
celular de V. faba L. usados como control
para realizar la comparacion con los
tratamientos  restantes. La poblacion
celular control presenta un indice mitético
(IM) de 13,6% = 0,45 y un indice inter-
fasico de 86,4% + 0,45 (Tabla 1, Figura 1).
A su vez, las células mitoéticas presentan un
indice profasico (IP) de 67,4% + 3,86;
indice metafasico (IMe) de 13,5% + 1,02;
indice anafasico (1A) de 9,3 + 0,45 e indice
telofasico (IT) de 9,8% + 4,02 (Tabla 1,
Figura 2). Los indices mitéticos e indices
de fases hallados en T1 son similares a los

determinados por Beltran (2009) vy
Guevara (2015).

En la poblacién celular de T1, se
observaron todas las fases mitéticas

(Figura 3); lo cual evidencia que las
proporciones celulares del ciclo celular
(CC) vy la dindmica del flujo celular del
biosensor V. fava L. usados en el presente
estudio son adecuadas.

En T2, correspondiente a la poblacion
celular de V. faba L. sometida a la
tartrazina 0,1%, observamos que las
células presentan un indice mitético (IM)
de 36,8% + 1,54; esto significa que el

Tabla 1

colorante alimentario altera el ciclo celular
de V. faba L. al originar un incremento de
casi tres veces del nimero de células que
ingresa a mitosis, con respecto a la
poblacién celular control de T1.

En la Figura 1 se puede apreciar el tamafio
desproporcionado de la barra color rojo
correspondiente al IM de T2, en
comparacion con el resto de tratamientos.

100% -
80% -
60% -
40% -

20%

0% -
T3 T4* T5 Té6

W indice interfasico

Tic T2
B indice mitdtico
Figura 1. indice mitético e indice interfasico

de la poblacién celular modelo de V. faba L. en
los seis tratamientos.

Pero, la alteracion no solo es a nivel de IM
sino también a nivel de los indices de fases
mitoticos (IP = indice profasico; IMe =
indice metafésico; IA = indice anafésico;
IT = indice telofasico); el caso mas
llamativo es el indice profasico (IP) en
donde el promedio de células es de
95,8% % 2,32. En la Figura 2 se aprecia el
notable incremento de la barra color
marron en comparacion con los trata-
mientos restantes.

Porcentajes promedio del indice Mitético (IM), indice Interfasico (I1) e indice de fases (IP=indice
profésico; IMe=indice metafasico; |A=indice anafésico; IT= indice telofasico) de la poblacion
celular modelo de V. faba L. en los seis tratamientos

Tratamientos IM ] IP IMe 1A IT

T1, control 13,6+0,45 86,4 +0,45 67,4+3,86 13,5+1,02 9,3+0,45 9,8+4,02
T2, tartrazina 0,1% 36,8+1,54% 632+154 958+2,32 19+098 0,7+0,40 1,6%1,18
T3, chirimoya 5% 16,5+1,15° 83,5+1,15 70,7#0,35 11,6+0,64 7,2+0,61 10,5+3,41
T4, tartrazina 0,1% + chirimoya 5%* 19,242,00¢ 80,8045 71,4+2,79 10,4+1,02 8,6+0,25 9,6+3,13
T5, tartrazina 0,3% + chirimoya 5% 24,1+1,96¢ 759+1,96 80,9+1,70 7,5%091 6,7+0,81  4,9+2 83
T6, tartrazina 0,5% + chirimoya 5% 359+4,58°¢  64,1+458 98,7+7,32 0,8+4,12  0,55,26 0+0

abede p ¢ 0,05 respecto al control. Los indices se determinaron al contar un promedio de 1500 células mononucleadas de
V. faba L. *T4, resaltado de amarillo, son los indices que evidencian la regulacién del ciclo celular por el extracto

alcoholico de la pulpa del fruto de A.cherimola Mill.
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Figura 2. indices de las fases mitéticas de la
poblacion celular modelo de V. faba L. en los
seis tratamientos.

En la Figura 4 se evidencia lo afirmado,
vemos que casi todas las células mitéticas
estan en profase, el resto de fases mitéticas
no se observa, al menos en esta figura. Este
resultado demuestra un alto efecto citosta-
tico de la tartrazina 0,1% debido proba-
blemente a que el colorante alimentario
bloquea el paso de las células de profase a
metafase al actuar sobre las moléculas de
ciclina que “ordenan” la progresion de la
profase (Beltran, 2009) o porque el

colorante estaria inhibiendo la disgre-
gacion de la envoltura nuclear o carioteca.

Y 9 1 .23‘

Figura 3. Poblacion celular de V. faba L. en T1
(control). Notese las diversas fases de la
mitosis. 1000X.

La citotoxicidad estaria relacionado con
los dos radicales SOs que presenta la
tartrazina en su estructura quimica, la cual
estaria conllevando a una inhibicion de la
perdida de fdsforo (Alberts et al., 2002;
Lodish et al., 2012).

Figura 4. Células mononucleadas de V. faba L.
en T2 (tartrazina 0,1%). Notese que casi todas
las células se hallan en profase. 1000X.

En T2, como es de esperarse, se observa
una dréstica disminucion de los indices
metafasicos, anafasicos y telofasicos
llegando los valores a 1,9%, 0,7% y 1,6%,
reducciones que se explican porque el
efecto citostatico en el IP es muy alto. En
cuanto a la disminucion del Indice
Metafasico (IMe), se deberia a que la
tartrazina al inhibir el complejo CdK1-
Ciclina B, actia cobre los centros de
organizacion de microtdbulos, disminu-
yendo el ensamblaje del huso mitético.
Ello desencadenarian un cambio subito en
la funcionalidad de los cinétocoros,
dejando de inducir la polimerizacion de
microtibulos que se elaboran perpendi-
cularmente al eje mayor del cromosoma y
se anclan por una de sus extremidades en
el cinétocoro, logrando solo pasar a
metafase un nimero reducido de células
(Lodish et al., 2012).

Asimismo, la disminucién en el Indice
Anafasico (1A), estaria ocurriendo debido a
que la tartrazina actuaria inhibiendo la
actividad catalitica de las proteinas deno-
minadas cohesinas, MAPs y catastrofinas;
las cuales a su vez se encargan de llevar a
cabo el proceso de segregacion de croma-
tidas, originando que las células transiten
normalmente hacia anafase y telofase
(Alberts et al., 2002; Lodish et al., 2012).
Los resultados evidencian un efecto
citotoxico y citostatico de la tartrazina
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similares a los hallados en otras
investigaciones (Mpountoukas et al., 2010;
Patterson y Blutter, 1982; Kashanian y
Zeidali, 2011). En sintesis, la tartrazina
0,1% si induce una importante alteracién
del ciclo celular (CC) de V. faba L.

Los resultados obtenidos en T3 y mostrado
en la Figura 2 evidencian que el Indice
Mitotico (IM) de 16,5 £ 1,15 y los indices
de fase mitéticos tienden a ser similares
con el control. Esto indica que el extracto
alcohdlico de la pulpa del fruto de Annona
cherimola Mill “chirimoya” 5 % no tiene
efecto citostatico como el manifestado por
la tartrazina; lo cual corrobora que si
podria tener un efecto regulador en el ciclo
celular (CC) de la poblacion mono-
nucleada V. faba L.

T4 es el tratamiento en donde se va a
evidenciar el efecto regulador del ciclo
celular (CC) de V. faba L. por el extracto
alcohdlico de la pulpa del fruto de Annona
cherimola Mill “chirimoya” 5%, pues la
poblacion celular mononucleada de V. faba
L. se estd enfrentando al citotoxico
tartrazina y luego al extracto. Si se
comparan los IM y los indices de fase
mitéticos de T1 o control (13,6% + 0,45)
con los del tratamiento T4 (19,2 + 2,00)
vemos que los valores de T4 tienden a
acercarse a T1, con lo cual se demuestra
gue el extracto alcoholico de la pulpa del
fruto de Annona cherimola  Mill
“chirimoya” 5%, a pesar de hallarse en un
medio con 0,1% de tartrazina, ha
coadyuvado en la regulacién del IM de la
poblacion celular de V.faba L., lo cual se
evidencia por la reaparicion de los indices
de fases mitoticas de IP, IMe, IA e IT en
proporciones similares a T1 (Tabla 1) y
por la presencia de todas las figuras
mitdticas en la poblacion celular de V.faba
L. (Figuras 2y 5).

Los resultados de T4 evidencian un efecto
regulador del extracto de Annona
cherimola Mill en el indice mitdtico de V.
faba L. sometido a tartrazina, lo cual
sugiere que el fruto presentaria compo-
nentes moleculares que coadyuvarian en la
regulacion del ciclo celular de V. faba L.
en vias metabolicas ain no definidas.

Figura 5. Células mononucleadas de V. faba L.
en T4 (tartrazina 0,1% + extracto de chirimoya
5%). Notese que reaparecen las fases mitoticas.
1000X.

En T5 y T6 se obtuvieron porcentajes
promedios del Indice Mitético (IM) y de
los indices de fases muy alejados de los
promedios normales del T1 control debido
a que la accién conjunta de la tartrazina y
del extracto de Annona cherimola Mill
afectan la dinamica y morfologia celular,
hecho que se caracteriz6 por la desecacion
y lisis de un alto porcentaje de la poblacion
celular.

4. Conclusiones

El extracto alcoholico de la pulpa del fruto
de A. cherimola Mill si regula el ciclo
celular de la poblaciéon mononucleada de
V. faba L., alterado por tartrazina, al
generar un IM de 19,2 + 2,00, cercano al
IM control de 13,6 + 0,45.
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