CIENCIAS DE LA SALUD

FARMACIAY BIOQUIMICA

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE Y EFECTO GENOTOXICO DE LAS SEMILLAS DE
Theobroma cacao L. “CACAO”. AYACUCHO - 2018

Edwin Enciso Roca, Enrique Aguilar Felices, Pablo Comin Ventura
Unidad de Investigacion de Ciencias de la Salud
E-mail: enrique.aguilar@unsch.edu.pe

RESUMEN

El presente trabajo de investigacion se realizo con el objetivo de determinar la actividad antioxidante y genotoxicidad de las
semillas de Theobroma cacao L. Las variedades fueron amarillo, rojo, cacao 9,9, VRAEM12, VRAEM15, CCN-51, criollo y
colombiano. Las semillas fueron recolectadas en el Centro Poblado de Manitea, distrito de Kimbiri, region Cusco. El método
utilizado para determinar fenoles totales fue Folin — Ciocalteu, para flavonoides, el método del cloruro de aluminio, la actividad
antioxidante por los métodos de DPPH y ABTS, la toxicidad aguda oral mediante el método de dosis limite a 2000 mg/kg y el
ensayo de genotoxicidad mediante la induccién de micronucleos en ratéon. La variedad criollo tuvo mayor contenido de fenoles
totales (80,43 mg EAG/g) y la variedad amarillo menor contenido (54,32 mg EAG/g) (p<0,05). La variedad CCN-51 tuvo mayor
contenido de flavonoides (49,12 mg EQ/g) y la variedad amarillo menor contenido (34,62 EQ/g) (p<0,05). Las variedades
VRAEMI15, criollo, rojo, VRAEM12 y CCN-51 mostraron mayor actividad antioxidante que las variedades cacao 9,9, colombiano
y amarillo (p<0,05). El ensayo de toxicidad aguda no mostro signos toxicos ni causé la muerte de los animales ni alteracion en el
peso corporal. En los estudios de genotoxicidad no hubo variacion estadistica significativa en comparacion con el control del
porcentaje de micronucleos en eritrocitos de raton (p<0,05). Se concluye que las semillas de Theobroma cacao, tiene alto contenido
de compuestos fenolicos, flavonoides, buena actividad antioxidante y no presentan genotoxicidad por ensayo de micronucleos en
raton.

Palabras clave: Theobroma cacao L., compuestos fendlicos, flavonoides, actividad antioxidante, genotoxicidad, microntcleos.

ANTIOXIDANT ACTIVITY AND GENOTOXIC EFFECT FROM THE SEEDS OF
Theobroma Cacao L. "COCOA". AYACUCHO - 2018

ABSTRAC

The present research work was carried out with the objective of determining the antioxidant activity and genotoxicity of the seeds of
Theobroma cacao L. The varieties were yellow, red, cacao 9.9, VRAEM12, VRAEM15, CCN-51, Creole and Colombian. The
seeds were collected in the Manitea Town Center, Kimbiri district, Cusco region. The method used to determine total phenols was
Folin - Ciocalteu, for flavonoids, the aluminum chloride method, the antioxidant activity by the DPPH and ABTS methods, the
acute oral toxicity by the limit dose method at 2000 mg / kg and the genotoxicity essay by the induction of micronuclei in mouse.
The Creole variety had a higher content of total phenols (80.43 mg EAG/g) and the yellow variety contained less (54.32 mg EAG/g)
(p<0.05). The CCN-51 variety had a higher flavonoid content (49.12 mg EQ / g) and the yellow variety with a lower content (34.62
EQ/g) (p<0.05). Varieties VRAEM15, creole, red, VRAEM 12 and CCN-51 showed higher antioxidant activity than cacao varieties
9.9, Colombian and yellow (p<0.05). The acute toxicity test showed no toxic signs or caused the death of animals or alteration in
body weight. In the genotoxicity studies there was no significant statistical variation compared to the control of the percentage of
micronuclei in mouse erythrocytes (p<0.05). It is concluded that the seeds of Theobroma cacao, have high content of phenolic
compounds, flavonoids, good antioxidant activity and do not present genotoxicity by micronucleus essay in mouse.

Keywords: Theobroma cacao L., phenolic compounds, flavonoids, antioxidant activity, genotoxicity, micronuclei.

INTRODUCCION alimento rico en minerales, vitaminas y fibra, que ofrece
numerosos beneficios. Ademads, tiene propiedades

La region andina y amazonica de nuestro pais posee una nutricionales y terapéuticas.

variada flora y dentro de ella, muchas especies con

reconocida actividad benéfica para la salud. Entre estos El cacao (Theobroma cacao L.), es una especie nativa de los

encontramos al Theobroma cacao L. “cacao, que es un bosques tropicales humedos de América del sur. Sus
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poblaciones ostentan una amplia diversidad genética (entre y
dentro de ellas), tanto al estado silvestre como cultivado '.

El cacao rico en polifenoles, flavonoides y antioxidantes
buenos para la salud, tienen efectos beneficiosos sobre el
sistema cardiovasculary la presién arterial *.

El cacao es muy rico en polifenoles con propiedades
antioxidantes que son compuestos naturales capaces de
prevenir la accion negativa de los radicales libres en nuestro
organismo, ayudando a prevenir la degeneracion de nuestras
células (responsables de la aparicion de enfermedades). Por
esta riqueza en antioxidantes el cacao es ideal para nuestro
sistema cardiovascular, previniendo la aparicién de
enfermedades del corazon .

Los compuestos fenolicos actualmente han despertado un
gran interés debido a sus propiedades antioxidantes y sus
posibles implicaciones beneficiosas en la salud humana, tales
como el tratamiento y prevencion del cancer, enfermedades
cardiovasculares y otras patologias de caracter inflamatorio *.

El ensayo de micronucleos es una alternativa al test de
aberraciones cromosomicas convencional, en el que se
analizan las alteraciones presentes en metafases mitoticas y
permite detectar aberraciones cromosomicas que responden
a alteraciones de tipo estructural (efecto clastogénico) o
alteraciones numéricas (efecto aneugénico) del agente en
estudio. Para llevar a cabo una adecuada evaluacion
genotdxica es necesario emplear un ensayo in vivo con el
objetivo de que propiedades metabdlicas y toxicocinéticas
estuvieran en condiciones semejantes al hombre, para esto se
selecciono el ensayo de induccién de microndcleos en
médula 6sea de ratdn, prueba validada internacionalmente
que detecta dafio cromosomal °.

En las ultimas décadas, la integridad genética de la poblacion
humana se ha visto comprometida por la gran actividad
industrial, que provoca la exposicion a productos quimicos,
plantas medicinales y agentes genotdxicos. Ademas, existen
otros factores capaces de influir en la integridad
cromosdmica tales como el estilo de vida, los cambios
climaticos (debido al progresivo debilitamiento de la capa de
ozono), los tratamientos médicos, algunos polimorfismos
genéticos, etc. Es importante, por todo ello, determinar qué
se conoce como un nivel “aceptable” de dafio genético en una
poblacion concreta, realizar ensayos de genotoxicidad de
manera rutinaria y monitorizar aquellos individuos que, por
su ocupacion laboral o estilo de vida, se encuentran mas
expuestos o con mayor riesgo de sufrir alteraciones capaces
de modificar su estabilidad genética’.

Por lo expuesto se planted como objetivo determinar la
actividad antioxidante y efecto genotoxico de las semillas de
Theobroma cacao L. “cacao”.

MATERIALY METODOS

Tipo deinvestigacion

La investigacion fue de tipo descriptivo para evaluar la
actividad antioxidante y experimental para la evaluar la
genotoxicidad.
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Variables

Las variables son el contenido de compuestos fenolicos
expresados como acidos fendlicos y flavonoides presentes en
las semillas de ocho variedades de Theobroma cacao L.
“cacao” a quienes se evalud su actividad antioxidante.

La variable al evaluar la genotoxicidad fue el extracto
hidroalcoholico a las dosis de 500 y 1000 mg/kg de peso
corporal.

Poblacion

Semillas de Theobroma cacao L. de ocho variedades,
obtenidas del Centro Poblado de Manitea, distrito de
Kimbiri, provincia La Convencidn, region Cusco. Dichas
variedades estuvo conformado por: amarillo, rojo, cacao 9,9,
VRAEMI12,VRAEM15, CCN-51,criollo y colombiano.

Muestra

500 g de semillas de cada una de las variedades.

Ratones hembras y machos, que fueron adquiridos en el
Instituto Nacional de Salud Chorrillos, los cuales fueron
transportados al Bioterio de Farmacia para su adaptacion por
siete dias a temperatura ambiental con dicta balanceada y
agua avoluntad.

Tipo de muestreo
Se utilizé un muestreo no probabilistico por conveniencia.
Métodos paralarecoleccion de datos

Obtencion de las semillas

Las semillas fueron retiradas de la vaina de cada especic y
desecadas a temperatura ambiente. Las semillas desecadas
fueron trituradas utilizando un molino de grano, siendo
almacenadas en recipientes limpios y secos; y conservadas
enrefrigeracion hasta su utilizacion.

Obtencién del extracto

Para la determinaciéon de fenoles totales, flavonoides y
actividad antioxidante se pesd 5 gramos de la semilla
trituradas y se realizo la extraccion con 50 mL de metanol con
la ayuda de un agitador por el espacio de 4 horas. Luego se
filtro y sellevo aunafiolade 50 mLy se enraso a volumen con
metanol. Los extractos fueron conservados en refrigeracion.

Para obtener los extractos hidroalcoholicos de dos
variedades de las semillas, se pesd 500 g de cada uno, los
cuales se maceraron con 800 mL de alcohol al 80% por siete
dias con agitacion constante. Durante el proceso se agitd
periédicamente para su distribucion homogénea de la
muestra '. El extracto hidroalcohélico fue concentrado en
bafio maria a 50 °C y guardados en frascos de color ambar
para su posterior analisis.

Determinacion del contenido de fenoles totales

El contenido de fenoles totales fue determinado utilizando el
reactivo Folin — Ciocalteu (Merck), siguiendo el método
descrito por Makkar, 2013 citado por Thangaraj, 2016. 50
uL de los extractos obtenidos fueron mezclados con 0,5 mL
del reactivo de Folin — Ciocalteu IN y 2,5 mL de solucién de
carbonato de sodio al 5%. La mezcla fue incubada en la
oscuridad por 40 minutos a temperatura ambiente (20 °C).
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Después de la incubacion, la absorbancia fue medida a 725

nm utilizando un espectrofotometro UV — Vis GENESYS 6.
Se prepard una curva de calibracion con acido galico a partir
de una solucidén de trabajo de 50 pg/mL (0,2: 0,4; 0,6; 0,8 y
1,0 mL). Los resultados fueron expresados en mg
equivalentes a acido galico por g de muestra (mg EAG/g de
muestra).

Determinacion del contenido de flavonoides

El contenido de flavonoides fue determinado utilizando el
método descrito por Zhishen y col. (1999) con ligeras
modificaciones, que es descrito por Thangaraj (2016) *. 0,50
mL de una alicuota del extracto fue mezclado con 0,50 mL de
agua destiladay 0,15 mL de solucién de nitrito de sodio al 5%
en un tubo de ensayo. Después de 5 minutos, 0,15 mL de
solucion de cloruro de aluminio al 10% fue adicionado. A los
6 minutos, 2,0 mL de hidroxido de sodio al 4% fue
adicionado a la mezcla. Inmediatamente, la solucidén fue
completada hasta 5,0 mL con agua destilada y
completamente mezclada. La absorbancia de la mezcla final
fue determinada a 510 nm contra un blanco de lareaccion. Se
prepard una curva de calibracion con quercetina a partir de
una solucion de trabajo de 200 pg/mL (0,2: 0,4; 0,6; 0,8; 1,0
mL). El contenido de flavonoides de los extractos fue
expresado como mg equivalentes a quercetina/g de muestra

(mg EQ/g).

Determinacion de la actividad antioxidante por el método
de secuestramiento del radical libre 1,1 — difenil — picril —
hidrazilo (DPPH)

Se utilizé el método descrito por Brand — Williams y col.
(1995) citado por Carciochiy col. (2010) . Enresumen, a una
alicuota del extracto (150 pL) de extracto se adiciond a 2950
pL de una solucién metanolica del radical libre DPPH (20
mg/L) con una absorbancia ajustada a 1,1 + 0,02 nm leida a
517 nm. Después de la agitacion, lamezcla fue incubada en la
oscuridad por 30 minutos y la absorbancia medidaa 517 nm
en un espectrofotometro UV — Vis GENESYS 6. Se prepard
una curva estandar con Trolox (25 — 800 pmol). Los
resultados son expresados como pmoles equivalentes a
Trolox por gramo de muestra (umol ET/g de muestra).

Determinacion de la actividad antioxidante por el método
de secuestramiento del cation radical del acido 2,2'-
azinobis — (3 — etilbenzotiazolina) — 6 - sulfénico (ABTS.+)
Se utilizé el procedimiento descrito por Arnao y col. (2001)
modificado por Thaipong y col. (2006) . Para el cual se
prepard una solucidn patron (SP) constituida por 7,4 mM de
ABTS y 2,6 mM de persulfato de potasio a los cuales se dejo
que reaccionen por 12 horas. La solucion de trabajo (ST) fue
preparada a partir de 1 mL de SP disuelto en metanol y se
ajustd laabsorbanciaa 1,1 +0,02 mL, diluyendo con metanol
a una longitud de onda de 734 nm. La muestra (150 pL) fue
mezclado con 2850 pL de solucion de ABTS y se dejo que
reaccionen en la oscuridad por 2 horas y se leyd la
absorbancia a 734 nm. Se prepard una curva estandar con
Trolox (25 — 600 pmol). Los resultados son expresados como
pmol equivalentes de Trolox/g de muestra (umol ET/g de
muestra).

Toxicidad aguda oral en ratones
Método: Test N°423 Método clasico de laOECD (2001) "

El ensayo se llevd a cabo segun el método de las clase toxica
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aguda descrito en la normativa N° 423 de la OECD, para lo
cual previamente los animales fueron aclimatados y
alojados con libre acceso a aguay alimento con temperatura
ambiental entre 21-25 °C y 50 y 60% de humedad con 12
horas de luz/oscuridad. Posteriormente, los animales fueron
sometidos a ayuno con libre acceso de agua seis horas antes
del ensayo. Se formoun grupo de 10 animales conformado
por machos y hembras, a los cuales se le administrd por via
oral la sustancia de prueba a la dosis de 2000 mg/kg de peso
corporal, y a otro grupo de 10 animales se les administré 0,3
mL deagua destilada (grupo control).

La administracion del extracto hidroalcohdlico se llevd a
cabo, previo ayuna de 6 h, en una sola dosis disolviendo 2 g
del extracto en 10 mL de agua destilada.

Los animales fueron observados constantemente durante las
primeras 24 h y después una vez al dia hasta los 14 dias; se
registro la aparicion y duracion de cualquier sintoma toxico,
el peso corporal se anoto al inicio del estudio y
semanalmente. Al concluir el periodo experimental se
sacrificaron los animales por sobredosis de pentobarbital
sodico.

Evaluacién de la genotoxicidad
Método: Tets N° 474 (ensayo de micronucleos en eritrocitos
de mamifero 1997) "

El ensayo de micronucleos se realizd en ratones (Mus
musculus) albinos procedentes del Instituto Nacional de
Salud, de 25 a 30 g de peso corporal, para lo cual se formaron
seis grupos de seis animales cada uno de ambos sexos.

Los animales estuvieron agrupados por grupo control,
ciclofosfamida, dosis de 500 y 1000 mg/kg del extracto
hidroalcohélico de cada una de las variedades VRAEM15 y
criollo.

Durante el experimento los animales recibieron agua y
comida (ratonina peletizada) sin restriccion y se mantuvieron
en condiciones de humedad y temperaturas convencionales.

Como control positivo se utilizd ciclofosfamida disuelto en
suero fisioldgico, a una dosis unica de 40 mg/kg,
administrada por via intraperitoneal.

Los tratamientos fueron administrados dos veces al dia
durante 48 horas, para luego proceder a eutanizar con
pentobarbital 100 mg/kg, este tiempo de estudio esta basado
en la cinética de maduracion de los eritrocitos en ratones.

El procedimiento empleado para la obtencién de las
preparaciones de sangre periférica fue utilizado de acuerdo a
la metodologia propuesta Schmid ez al., 1976. Se tomo
pequeiias muestra de sangre periférica, debiendo realizar
frotis de sangre, secado en horas de los mismos para luego ser
tefiidos con colorante Giemsa al 5% previa fijacion etanol de
95°. Posteriormente se tifieron con Giemsa al 5% (v/v) en
agua corriente durante aproximadamente 20 min. Se contd a
aproximadamente 1000 eritrocitos por individuo, en campos
oculares a 400 aumentos a fin de observar la frecuencia de
micronucleos en eritrocitos maduros o inmaduros. Los datos
fueron expuestos en porcentaje de microntcleos.
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Disefio de investigaciéon
Se empleo el disefio de posprueba inicamente, varios grupos
yuno de control *.

RG1 X1 (0]
RG2 X2 02
RGc - Oc
G1,2  :Grupo tratamiento
Ge : Grupo control

X : Tratamiento

(0] : Medicion

RESULTADOS Y DISCUSION

Fenoles Totales (mg EAG/g)

Amarillo Rojo Cacao 9,9

Analisis de datos

Los datos obtenidos se presentan como medias = desviacion
estandar y representada en figuras. Las diferencias entre las
medias se analizaron mediante el analisis de varianza de un
solo factor y la prueba de comparaciones multiples de
Scheffé con un nivel de confianza de 95%. La significancia
estadistica del peso corporal de los ratones, se estimaron
haciendo uso de ANVA y el porcentaje de micronucleos
mediante la prueba de Dunnett con un nivel de confianza del
95%, para el cual se utilizo el paquete estadistico SPPS
version21.

VRAEM12 VRAEM15 CCN-51 Criollo Colombiano

Variedad de semilla de Theobroma cacaol. "cacao"

ANOVA p=0.000 (p<0.05)

Figura 1. Contenido de fenoles totales de la semilla de ocho variedades de Theobroma cacao L. “cacao”.
Ayacucho —2018.

Las semillas de las ocho variedades de Theobroma cacao L.,
tienen diferente contenido de fenoles totales (Figura 1),
siendo estas diferencias altamente significativas. Las
variedades amarilloy VRAEM2 tienen el menor contenido;
mientras que, la variedad criollo tiene el mayor contenido.

50.00
45.00
40.00

35.00

Flavonoides (mgEQ/g)
NN oW
S & S
8 8 8

§

10.00

Amarillo

Rojo Cacao 9,9

VRAEM12

En una revision del contenido de polifenoles en las semillas
de Theobroma cacao L., estas varian entre 40 mg GAE/g
hasta 84,2 mg GAE/g en semillas de diferentes regiones
geograficas . Nuestros resultados estan dentro de ese
intervalo.

VRAEM15 CCN-51 Criollo Colombiano

Variedad de semilla de Theobroma cacao L. "cacao”

ANOVA p=0.000 (p<0.05)

Figura 2. Contenido de flavonoides de la semilla de ocho variedades de Theobroma cacao L.
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Asimismo, el contenido de flavonoides en las semillas, respectivamente. El contenido de flavonoides (catequinas,
varian entre las variedades, siendo esta diferencia también procianidinas, flavanoles y flavonoles) esta en el intervalo de
altamente significativa. Las variedades amarillo, 37,19 mg/g hasta 55,24 mg/g de semilla pulverizada,
VRAEMI12, cacao 9,9 y colombiano muestran el menor procedente de diferentes regiones geograficas . Nuestros
contenido, mientras que, las variedades rojo, VRAEMI1S5 y hallazgos también se encuentran en ese rango.

CCN tienen el mayor contenido de flavonoides

ET(numol)/g de mueststra
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Amarillo Rojo Cacao 9,9 VRAEM12 VRAEM15 CCN-51 Criollo Colombiano

Variedad de semilla de Theobroma cacao . "cacao"

ANOVA p=0.000 (p<0.05)

Figura 3. Capacidad secuestradora del radical libre DPPH de la semilla de ocho variedades de Theobroma
cacao L. “cacao”. Ayacucho — 2018.

La capacidad secuestradora del radical libre DPPH de los entre las variedades. La variedad cacao mostré menor
extractos de las semillas de ocho variedades expresada como capacidad secuestradora, mientras que, la variedad
umol ET/g de muestra, mostraron diferencias significativas VRAEM15 mostro lamayor actividad.
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Amarillo Rojo Cacao9,9 VRAEM12 VRAEM15 CCN-51 Criollo Colombiano

Variedad de la semilla de Theobroma cacao L. "cacao"

ANOVA p=0.000 (p<0.05)

Figura 4. Capacidad secuestradora del radical libre ABTS de la semilla de ocho variedades de Theobroma cacao
L. “cacao”. Ayacucho —2018.

Por otro lado, La capacidad secuestradora del radical libre amarillo mostré menor capacidad secuestradora, mientras
ABTS de los extractos de las semillas de ocho variedades que, la variedad VRAEMI15 mostré la mayor seguida de
expresada como pmol ET/g de muestra, mostraron CCN-51.

diferencias significativas entre las variedades. La variedad
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Tabla 1. Comportamiento general de los ratones a la dosis de 2000 mg/kg con extracto hidroalcoholico de
Theobroma cacao L. “cacao”, variedades VRAEM15 y criollo, Ayacucho 2018.

' ' Grupo Extracto Extracto
Dosis/Comportamiento general control 2000 mg/kg 2000'mg/kg
VRAEM15 Criollo

Disminucion actividad motora 0/10 0/10 0/10
Aumento de actividad motora 0/10 08/10 06/10
R TR
Lagrimacion 0/10 0/10 0/10
Mucosas palidas 0/10 0/10 0/10
Mucosas hiperémicas 0/10 1/10 1/10
Ereccion de la cola 0/10 6/10 5/10
Piloereccion 0/10 5/10 6/10
Diarrea 0/10 0/10 0/10
Agresivo 2/10 0/10 0/10
Atemorizado 0/10 0/10 0/10

Enlatabla 1, se observa que al realizar el ensayo de toxicidad
aguda por via oral en ratones mostré que los extracto
evaluados posee un bajo potencial toxico dado que los
animales no llegaron a presentar convulsiones o
incoordinacidén motora, no se detectd diarrea ni piloereccion
marcada, sin embargo se observa aumento marcado de la

50,004

40,00+ e

5 3597

30,004 2963

Peso (g)

20,004

10,004

0,00~ T

b 36457

T
7

actividad motora, ereccion de la cola y pilo ereccidon en
ambos casos y en la necropsia efectuada al término del
estudio no se observaron alteraciones en el analisis
macroscopico de las visceras, higado, bazo, rifion y
pulmones de los animales.

O Tratamiento
Control

I Tratamiento
Control

o 3736

31,20 31,88

Tiempo en dias (d)

p>0,05

Figura 5. Variacion de peso corporal de los ratones por efecto de la administracion de
2000 mg/kg peso corporal del extracto hidroalcohoélico de Theobroma cacao “cacao”
variedad VRAEMI15, Ayacucho 2018.
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Figura 6. Variacion de peso corporal de los ratones por efecto de la administracion
de 2000 mg/kg peso corporal del extracto hidroalcohdlico de Theobroma cacao
“cacao” variedad criollo, Ayacucho 2018.

En las figuras 5 y 6 se observan la variacion de peso corporal
de los ratones por efecto de la administracion del extracto
hidroalcoholico a 2000 mg/kg p.c., se aprecia ganancia peso
corporal moderado, tanto del grupo tratamiento como del
grupo control en funcion del tiempo, siendo estadisticamente
no significativos segtin la prueba de ANOVA.

Los resultados de estudios de toxicidad aguda para el
extracto en la presente investigacion indican que, la Dosis
letal 50 (DL50) estaria encima de los 2000 mg/kg de peso
corporal, clasificindose en la categoria 5 segin el Sistema
Globalmente Armonizado ', calificindose como “No
clasificadas”.

Tabla 2. Porcentaje de micronticleos en eritrocitos de ratén al administrar el extracto hidroacoholico de
Theobroma cacao de las variedades VAREM15 y criollo. Ayacucho 2018.

Tratamiento Media = DS Media = DS
Variedad VRAEM15 Variedad criollo
Control (SSF) 1,167 £ 0753 1,00 + 0,632
Ciclofosfamida 40 mg/kg (CP) 8,833 +£4,021 * 733 +3,141 *
CP+EH 500 mg/kg 0,833 £ 0,753 0,667 £ 0,516
CP + EH 1000 mg/kg 1,333+0,516 0,833 + 0408

EH: extracto hidroalcohélico
* p< 0,05

En la tabla 2 se describe el porcentaje de microntcleos en
eritrocitos de ratdén, al administrar el extracto
hidroacohélico de las variedades VRAEM15 y criollo de las
semillas de cacao, se observan que en ambos casos los grupos
tratados no muestran variacion significativa del porcentaje
de micronucleos en relacion al grupo control (p> 0,05), lo
cual nos seflala que el cacao no causa dafio en los
cromodomas.

El ensayo in vivo de micronticleos en mamiferos se emplea
para detectar lesiones provocadas por la sustancia de ensayo
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en los cromosomas o el aparato mitotico de eritroblastos
mediante el andlisis de eritrocitos tomados de la médula 6sea
y/o la sangre periférica de animales (por lo general roedores),
por ende determina dafio en los cromosomas en un sistema
vivo. Tiene por objeto determinar las sustancias que
ocasionan lesiones citogenéticas que dan lugar a la
formacion de microntcleos con fragmentos de cromosomas
o cromosomas enteros retardados .

Los micronucleos son cuerpos citoplasmaticos de naturaleza
nuclear, se corresponden con material genético no
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incorporado correctamente a las células hijas durante la
division celular, reflejan aberraciones cromosdmicas y se
originan por roturas cromosdmicas, por errores durante la
replicacién y posterior division celular del ADN y/o por la
exposicion a agentes genotoxicos. Existen factores capaces
de influir o modificar el nimero de micronucleos presentes
en una célula como edad, género, vitaminas, tratamientos
médicos, exposicion diaria a agentes genotoxicos, etc. .

Siendo la genotoxicidad la capacidad relativa de un agente de
ocasionar dafio en el material genético, origina efectos
biologicos adversos no solo al ADN, sino también a todos
aquellos componentes celulares que se encuentren
relacionados con la funcionalidad y comportamiento de los
cromosomas dentro de la célula .

Cuando los eritroblastos de la médula dsea se transforman en
eritrocitos policromaticos, el nucleo principal es expulsado y
el microntcleo, caso de haberse formado, puede permanecer
en el citoplasma, que de lo contrario quedaria anucleado.
Resulta mas facil visualizar los micronucleos en estas
células, pues carecen de nucleo principal. EI aumento de la
frecuencia de microntcleos en los eritrocitos policromaticos
de animales tratados es indicativo de la existencia de lesiones
cromosomicas inducidas . La deteccién de eritrocitos
inmaduros policromaticos micronucleados en la sangre
periférica también puede llevarse a cabo en otras especies en
las que se haya demostrado que el bazo no es capaz de
eliminar los eritrocitos micronucleados o que son
suficientemente sensibles para detectar agentes que
provocan aberraciones cromosémicas numéricas o
estructurales. Entre los diversos criterios para distinguir los
micronucleos figura la determinacion de la presencia o la
ausencia de centromero o de ADN centromérito en los
mismos. El parametro principal es la frecuencia de eritrocitos
inmaduros policromaticos micronucleados ™.

Arroyoycol., 2018, al evaluar el efecto antimutagénico del
aceite de las semillas de Plukenetia volubilis “sacha inchi” en
ratones encontré que no presenta efecto mutagénico al no
inducir la formacién de micronuicleos en sangre y médula
o6sea de raton.

Con relacion a la ausencia de genotoxicidad del extracto
hidroalcohdlico se debe a que los componentes presentes no
tienen efecto sobre los procesos hereditarios como reporta al
evaluar el efecto genotoxico de los extractos fluidos de
Plantago lanceolata L. (llantén menor) y Matricaria recutita
L. (manzanilla) Z.

En conclusion, las semillas de Theobroma cacao L “cacao”
tiene alto contenido de compuestos fendlicos, flavonoides y
buena actividad antioxidante y no presenta genotoxicidad
por ensayo de micronticleos en ratones.
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