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RESUMEN

La medicina tradicional ha sido de gran interés en todo el mundo ya que implica el uso de
plantas medicinales para el tratamiento de enfermedades. En Ecuador, la horchata es una
bebida de uso cotidiano elaborada con plantas que poseen propiedades terapéuticas, sin
embargo, se sabe que muchas de estas plantas pueden ser toxicas para la salud. En este
trabajo evaluamos la actividad genotdxica y anti-genotoxica de 9 tipos distintos de horchata
sobre la linea celular de Ovario de Hamster Chino (CHO-K1) mediante ensayo del cometa y
la produccién e inhibicion de especies reactivas de oxigeno mediante fluometria. Los
resultados indican que las horchatas producen efectos genotéxicos en el ADN de las células
asi como la produccion de ROS, sin embargo, al combinarlas con un inductor de dafio
genotéxico y de ROS, disminuye tanto la genotoxicidad como la produccion de ROS, lo que
nos permite confirmar que esta bebida tradicional posee actividad anti-genotéxica y
antioxidante. Comparamos nuestros resultados con la composicion de las horchatas y
observamos que la presencia o ausencia de algunas plantas podria estar influyendo para que

este efecto ocurra.

Palabras clave: Horchata, Ensayo del Cometa, Especies Reactivas de Oxigeno.



ABSTRACT

Traditional medicine has been of great interest worldwide because it involves the use of
medicinal plants for the treatment of diseases. In Ecuador, horchata is a beverage made with
everyday household plants that have therapeutic properties; however, it is known that many of
those plants may be toxic to human health. In this work we evaluate the genotoxic and
antigenotoxic activity of nine different types of horchata on the Chinese Hamster Ovary cell
line (CHO-K1) by comet assay and production and inhibition of reactive oxygen species by
fluorimetry. Our results suggest that horchata generate genotoxic effects on cell's DNA, as well
as production of ROS; however, when combined with an inducer of genotoxic damage and
ROS, genotoxic activity and ROS production are reduced, allowing us to confirm that this
traditional drink has anti-genotoxic and antioxidant activity. We compared our results with the
horchata plant composition and found that the presence or absence of some plants could be
influencing for this effect to occur.

Key words: Horchata, Comet Assay, reactive oxygen species



INTRODUCCION

Las plantas que presentan propiedades terapéuticas y producen efectos farmacolégicos
positivos en el organismo humano se conocen como plantas medicinales, de las cuales se
sabe que de forma natural sintetizan y acumulan algunos metabolitos secundarios y han sido
empleadas para tratar enfermedades (Motaleb, 2011). Estos metabolitos secundarios
confieren una serie de propiedades a las plantas medicinales y no se encuentran siempre en
la misma proporcion ni en las mismas especies (Sanchez et al., 2000). Antiguamente las
culturas indigenas utilizaban las hierbas como rituales de curacién, incluso en las escrituras
chinas y jeroglificos egipcios se describian los usos medicinales de las plantas (Motaleb,
2011).

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) menciona que el 80% de las personas confian
en el uso de las plantas medicinales para su salud, en Estados Unidos ha existido un aumento
significativo del uso de hierbas medicinales debido a la insatisfaccion de la sociedad con
respecto al costo de la medicina recetada y en Alemania una gran cantidad de medicamentos
han sido elaborados a base de estas plantas y son prescritos por médicos de este pais
(Motaleb, 2011). Ademas en paises de América Latina la fitoterapia ha sido practicada por los

grupos indigenas y utilizada por la sociedad en general (Bussmann & Sharon, 2006).

En Ecuador una de las tradiciones es el uso de plantas medicinales a manera de infusion, las
cuales se mezclan para elaborar una bebida que posee propiedades anti estrés, tonico
cerebral, digestiva, hidratante, energizante (Santos, 2015) y antiinflamatoria (Cerén, 2006).
Esta bebida se conoce con el nombre de horchata, las plantas que se usan en su elaboracion
son empleadas para distintos problemas de salud como reumatismo, “nervios”, afecciones al
corazon, célicos, fiebre, gripe, dolor de garganta, presion, colesterol, dolor de cabeza,
estomago, gastritis, diarrea (Santos, 2015), inflamaciones del rifién, piel e higado, ténico

cerebral, entre otras (Ceron, 2006).

Debido a que la horchata es una bebida de uso cotidiano en nuestra ciudad, la problemética
que presenta este trabajo de fin de titulacion radica en conocer si posee actividad genotéxica
en células o de lo contrario un posible efecto protector, ademas contribuira con informacién
para dar un mejor uso a esta bebida con el fin de mejorar la salud de personas que padezcan
enfermedades o evitar su consumo, asi mismo aportar informaciéon para el desarrollo de

futuros estudios relacionados con el tema.

Con lo mencionado anteriormente se han planteado algunos objetivos que se requieren para

resolver y dar respuesta a la probleméatica planteada. El objetivo general es determinar el
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efecto genotoxico y/o protector asi como la induccion de especies reactivas de oxigeno de la
horchata en la linea celular CHO-K1 mediante ensayo cometa y 2’7’ diacetato de
diclorodihidrofluoresceina (H2DCFDA), respectivamente. Los objetivos especificos son:
Determinar el efecto genotdxico y/o protector de la horchata en la linea celular de ovario de
hamster chino (CHO-K1) mediante ensayo cometa y determinar la induccién o disminucion de
ROS en la linea celular CHO-K1.



CAPITULO |
MARCO TEORICO



1.1 Medicina tradicional.

La medicina tradicional se refiere a los conocimientos médicos que las culturas indigenas
desarrollaron con el uso de las plantas y animales, y con ello el establecimiento de técnicas y
terapias espirituales para tratar una enfermedad (Abbott, 2014). Cada cultura poseia
diferentes sistemas médicos tradicionales que se asocian con sus filosofias y origenes, tal es
el caso de la medicina china que se ha extendido en varios lugares del mundo, sin embargo
otras, como la medicina tibetana solamente se encuentran en su pais de origen (Umashanker
& Shruti, 2011). La medicina tradicional ha sido de gran importancia en todo el mundo y su
interés ha ido incrementando gracias a los estudios de cientificos y la sociedad en general
(Azaizeh et al., 2010). Antiguamente el uso de plantas para el tratamiento de enfermedades
hizo que estas sean utilizadas con el fin de sustituir la medicina ortodoxa por sus altos costos

y escases (Ayo, 2010).
1.1.1 Plantas medicinales.

Las plantas medicinales son aquellas especies que son empleadas en fitoterapia, poseen
actividad medicinal y pueden ser utilizadas en la elaboracién de farmacos (Rasool, 2012), para
el tratamiento de enfermedades del ser humano (Nostro et al., 2000), incluso se las ha
utilizado en la medicina veterinaria, agricultura, alimentacion y fabricaciébn de perfumes
(Saraswathi et al., 2011). Existen reportes que demuestran que varios extractos obtenidos de
las plantas medicinales poseen actividad antiinflamatoria y antioxidante (Prieto et al., 2003),
es por eso que han sido estudiadas con el fin de reemplazar los compuestos antiinflamatorios
de origen quimico (Mascolo et al., 1987). Las plantas medicinales sintetizan y acumulan
algunos metabolitos secundarios de forma natural (Motaleb, 2011), estos confieren una serie
de propiedades a las plantas y no se encuentran siempre en la misma proporcion ni en las
mismas especies (Sanchez et al., 2000). Existe una gran cantidad de bebidas o infusiones
gue son elaboradas a base de plantas medicinales, una de las mas tradicionales en nuestro

medio es la horchata.
1.1.1.1 Horchata.

La horchata es una bebida refrescante compuesta por especies medicinales, a la cual se le
han asignado distintos nombres dependiendo del tipo de elaboracién y el pais donde la
preparan, por ejemplo en México esta bebida es elaborada a base de arroz, vainilla y canela,
en Espafia se la conoce como “Horchata de Chufas” y es preparada con raices de Juncia
avellanada y en Venezuela se utilizan semillas de sésamo, azUcar y agua para su elaboracion
(Fernandez & Viracucha, 2014). En nuestro pais, la horchata constituye una infusion artesanal

con propiedades medicinales, es tradicional y propia de nuestra cultura (Torres & Rodriguez,
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2011). Las plantas que la conforman se comercializan en la mayoria de los mercados locales,
siendo aproximadamente 67 especies, sin embargo no todas son muy comunes de encontrar
(Tinitana, 2014). La elaboracion de esta bebida es de corto tiempo, consiste en hacer hervir
todas las hierbas y agregarle ingredientes adicionales como limén, azucar, entre otros (Torres
& Rodriguez, 2011). Se pueden incluir pétalos, tallos, cortezas, raices, hojas y semillas,
obteniendo asi una bebida de color rosa que se debe a las especies Amaranthus hybridus y
Aerva sanguinolenta, la cual se emplea como remedio antiinflamatorio, bebida refrescante o
infusion, ademas se ha comercializado en gran medida de tal modo que también es expendida
en presentaciones comerciales de 50 o 100 gramos que contienen una mezcla de las especies

secas Yy trituradas (Tinitana, 2014).

1.2 Genotoxicidad.

La genotoxicidad se define como el efecto que causa destruccion en el material genético de
las células (Umang, 2012) como los cromosomas y el ADN y estudia los factores o agentes
gue causan estos dafios, los cuales pueden producir mutaciones puntuales, inserciones,
deleciones, reordenamientos y cambios en el nUmero de cromosomas y amplificaciones de

genes, tanto en células soméaticas como germinales (Phillips & Arlt, 2009).

El estudio de sustancias o compuestos dentro de la genotoxicidad conlleva a entender el
mecanismo de funcionamiento de estos, lo que es importante para evaluar los riesgos de
exposicion de una persona a un agente genotoxico (Phillips & Arlt, 2009). Estas sustancias
que tienen propiedades genotdxicas se las conoce como genotoxinas, sus efectos pueden
afectar la informacidon genética, estos son: a) carcinGgenos: agentes cancerigenos, b)
mutagenos: agentes causantes de mutaciones y c) teratbgenos: agentes causantes de

defectos en el nacimiento (Umang, 2012).

Actualmente existen autoridades que se encargan de evaluar la seguridad de nuevos
farmacos, esto permitird detectar si el farmaco o droga tiene algun tipo de riesgo o beneficio
al momento de ser ingerido (Umang, 2012). Existen instituciones como la Agencia
Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC) que explican la clasificacion de una
gran cantidad de agentes carcindgenos, los cuales segun sus reportes han sido considerados
en su mayoria genotoxicos, es asi que a estos compuestos se les atribuye un mayor riesgo
para los seres humanos que los carcin6genos no genotéxicos sobre los cuales es posible
establecer un nivel de exposicién por debajo del cual no inducen algun tipo de riesgo
cancerigeno (Phillips & Arlt, 2009).

Con el fin de conocer los mecanismos de la carcinogénesis se emplean técnicas de laboratorio

donde se evallan los efectos de los compuestos cancerigenos, estas técnicas comprenden
9



una fase de iniciacion donde se aplica un solo tratamiento con el agente genotoxico y una fase
de promocion donde se trata a las células con una serie de repeticiones del tratamiento con
el agente no genotoxico (Phillips & Arlt, 2009). Se conocen una serie de compuestos que
actan como agentes genotoxicos para las células, como el etilmetanosulfonato (EMS)
(Gocke et al., 2009).

1.2.1 Biomarcadores parala determinacion de actividad genotéxica.
1.2.1.1 Viabilidad celular.

Las técnicas para evaluar la viabilidad celular permiten medir la proporcién de células viables
después de un procedimiento potencialmente traumatico donde se produce un aumento
incontrolado de la permeabilidad de la membrana lo cual influye en la proliferacion celular y
supervivencia (Freshney, 2010). La viabilidad celular debe ser estimada con pruebas precisas
y rapidas que permitan mantener exitosamente los cultivos celulares, con el fin de ser

empleados en la evaluacion de compuestos citotoxicos o genotoxicos (Jones & Senft, 1985).
1.2.1.2 Ensayo del cometa.

Existen varias pruebas que se han disefiado para la deteccién de distintas alteraciones
genéticas, emplean protocolos que permiten evaluar la genotoxicidad de varias sustancias
quimicas, fisicas o biolégicas (Phillips & Arlt, 2009) y han sido utilizadas en carcinogénesis y
toxicologia ambiental, y sus efectos son evaluados especificamente en células individuales
(Singh et al., 1988).

La evaluacion del dafio genotéxico en el ADN de las células se puede medir mediante una
técnica que permite determinar los sitios alcali labiles y roturas de la cadena de ADN, se lo
conoce como Ensayo del Cometa, con el cual se puede visualizar el incremento de dafio del
ADN a través de la migracion del mismo que se asemeja a la forma de un “cometa” que posee
una cabeza y una cola (Phillips & Arlt, 2009). Este ensayo ademas puede detectar un
porcentaje bajo de células en apoptosis, las cuales se pueden reconocer porque casi todo el
ADN de la célula se encuentra en la cola del cometa y su cabeza es relativamente pequefa,

a estos se las conoce como cometas “erizo” (Collins et al., 2014).

Las células expuestas a factores genotdxicos que dafian el ADN presentan cometas con una
migracion continua (Collins et al., 2008), estos factores modifican las caracteristicas del ADN

més aun cuando se encuentran en grandes cantidades (Camacho et al., 1981).

Algunas de las ventajas que brinda este ensayo son: la necesidad de una muestra pequefia
(poca cantidad de células), recopilacién de informacién a nivel individual (célula), alta

capacidad de deteccion de dafios en el ADN, el uso de poblaciones celulares de cualquier

10



organismo (Kumaravel et al., 2009), facilidad de aplicacién, bajo costo y corto tiempo (Liao et
al., 2009).

1.3 Estrés oxidativo y especies reactivas de oxigeno (ROS).

El estrés oxidativo se define como una situacion de desequilibrio en la que aumenta la
cantidad de oxidantes o disminuye la de antioxidantes (Sies, 2015). Se produce por una
inestabilidad entre la produccién de especies reactivas del oxigeno (ROS) donde se incluyen
los radicales libres y peréxidos, y la capacidad de reparacién del dafio por parte un sistema
biologico (Fina, 2009).

Al evolucionar los procesos metabdlicos aerébicos se observé la produccion de especies
reactivas de oxigeno en peroxisomas, mitocondrias y cloroplastos (Apel & Hirt, 2004), estas
especies son producidas en condiciones aerdbicas y el dafio que causan en las células es
constantemente reparado (Fina, 2009). Son perjudiciales en concentraciones altas ya que
oxidan proteinas, lipidos y causan dafio en el ADN, pero en concentraciones bajas tienen
funciones de sefializacion (Mittal et al., 2014).

Existen varios tipos de productores de ROS, los mas estudiados han sido el anion superdxido
(Oy), radical hidroxilo (OH"), peréxido de hidrégeno (H20) y el &cido hipocloroso (HOCI) (Mittal
et al., 2014). El superéxido y el perdxido de hidrégeno son producidos por células fagociticas
durante el proceso de fagocitosis, sin embargo esto puede convertirse en un problema cuando
la produccién de ROS es excesiva, esto ocurre en el proceso de inflamacion aguda y causa
un dafo en la membrana de la célula en presencia de metales de transicibn como hierro y

cobre (Trenam et al., 1992).
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1.3.1 Biomarcadores parala determinacién de especies reactivas de oxigeno.
1.3.1.1 Determinacion de ROS por fluorometria.

Para medir las especies reactivas de oxigeno, varios estudios utilizan 2’7’ diacetato de
diclorodihidrofluoresceina (H2DCFDA) que actla como una sonda apolar atravesando la
membrana plasmética y permite cuantificar la cantidad de H»O. celular, cuando esta dentro
de la célula las esterasas la hidrolizan convirtiéndola en diclorofluoresceina (DCF) (Gallardo,
2014).

1.4 Modelo biolégico.

1.4.1 Cultivos celulares.

Los cultivos celulares son utilizados para realizar diagnésticos en laboratorios moleculares,
citogenéticos y bioquimicos, para lo cual se requiere que las lineas celulares sean cultivadas
durante algunos dias, ademas su manejo en condiciones de asepsia es importante para el

mantenimiento a largo plazo (Wiley, 1998).
1.4.1.1 Linea celular: Chinese Hamster Ovary (CHO-K1).

La linea celular proveniente de Ovario de Hamster Chino (CHO-K1), perteneciente a la
especie Cricetulus griseus, fue introducida en experimentos de laboratorio para investigacion
desde 1950 y esta implicada en la fabricacion de proteinas recombinantes (Camire, 2000; Min
et al., 2013). Tienen la capacidad de crecer en cultivos en suspension libre de suero y en altas
concentraciones de células (Min et al., 2013), como también pueden crecer de forma
adherente, ademas son utilizadas en la produccién de sustancias terapéuticas complejas y

pueden ser modificadas genéticamente (Xu et al., 2011).
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2.1 Area y material de estudio.

Las especies vegetales para la preparacién de la horchata fueron donadas por la Dra. Fani
Tinitana, docente de la Universidad Técnica Particular de Loja, quién las obtuvo de distintos
mercados de la ciudad de Loja, Mercado Mayorista, Centro Comercial y Feria Libre Gran
Colombia. Se prepararon 9 horchatas con distintas plantas y composicién tal como son

vendidas (Anexos, Tabla 1).
211 Preparacion de liofilizados de horchata.

Para la elaboracién de la horchata las plantas se pesaron en fresco y se mezclaron para
obtener 1 litro de la bebida, posteriormente la mezcla se sometié a ebullicion por un periodo
de 5 a 10 minutos y se dej6 enfriar a temperatura ambiente. En la cabina de flujo laminar se
colocé en frascos estériles (500 mL) la cantidad de 250 mL de horchata y en frascos de 250
mL, la cantidad de 125 mL. Se procedi6 a congelar las muestras de horchata contenida en los
frascos con una inclinacién de 45° y luego se las trasladé a un liofilizador (LABCONCO-
7754047) hasta obtener el extracto deseado. El contenido liofilizado se trasvasé a un frasco
nuevo de 100 mL estéril y posteriormente en tubos eppendorf de 1.5 mL, se los almacené en

refrigeracion a 8 °C. Para disolver los liofilizados de horchata se utiliz6 medio HAM-F12.

2.2 Modelo Bioldgico y cultivo celular.

Se utilizé la linea celular derivada de ovario de hamster chino (Cricetulus griseus), cultivada
en medio HAM-F12 (GIBCO), suplementado con 10% suero fetal bovino SFB (GIBCO), 1% L-
Glutamina (GIBCO) y 1% antibi6tico antimic6tico (GIBCO). Las células se incubaron a una
temperatura de 37° C en una atmadsfera himeda con 5% de CO,, el tiempo de duplicaciéon de

las células es de 16 horas.
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Figura 1. Linea celular CHO-K1 (Chinese Hamster Ovary).
Fuente: (ATCC, 2014)

2.3 Tratamiento y controles.

El tratamiento con las 9 horchatas se aplico en tres dosis distintas sobre la linea celular CHO-
K1 (Tabla 2).

Tabla 2. Dosis de las horchatas aplicadas a los cultivos celulares para todos los ensayos.

Mercado Horchatas Dosis Aplicadas
Mercado Mayorista 1,6,7 100, 333y 1000 pg/ml
Centro Comercial 2,5,8 100, 333y 1000 pg/ml

Feria Libre Gran 3,4,9 100, 333y 1000 pg/ml

Colombia

Fuente: Autor

Se utilizé etilmetanosulfonato (EMS) como control positivo a una concentracion de 75 uM y
como control negativo se aplicé medio HAM-F12 suplementado.
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2.4 Ensayo del Cometa.

2.41 Ensayo del cometa: Tratamiento con horchata.
2.4.1.1 Siembray cosecha.

Las células fueron sembradas en cajas de 96 pocillos y se incubaron por 16 horas, pasado
este tiempo se aplicaron los tratamientos con el liofilizado de horchata a las concentraciones
de 1000, 333 y 100 pg/mL y los controles, se incub6 por 16 horas mas. En la cosecha se
extrajo todas las células de la caja y se las puso en tubos conicos de 1.5 mL con su medio de
cultivo, se centrifug6 por 5 min a 10000 rpm, se desechd el medio y se resuspendio el pellet
con 1 mL de medio HAM-F12 suplementado, y se centrifugd nuevamente a las mismas
condiciones, se elimind el sobrenadante dejando aproximadamente 40 uL de medio con el
pellet, de esta muestra se tomé 20 pL y se lo colocé en tubos de 1.5 ml para viabilidad por
FDA-Bromuro de Etidio, y la muestra restante del tubo se utilizd para preparar las placas para

la lectura de los cometas.
2.4.1.2 Viabilidad por FDA-Bromuro de Etidio.

Para evaluar la viabilidad de las células se sacaron los tubos almacenados en refrigeracion,
se les aplic6 20 yL de FDA-Bromuro de Etidio y se homogenizé. Tomamos 20 yL de esta
mezcla en portaobjetos y colocamos un cubreobjetos. Se contaron un total de 200 células

entre vivas y muertas por placa.
2.4.1.3 Preparacion de placas para lectura.

Antes de realizar el ensayo, las placas portaobjetos se prepararon con 150 yL de agarosa de

normal punto de fusién 1% (Invitrogen).

Se tomo 20 pL de la suspension restante obtenida en la cosecha, y se la mezcl6 con 150 pL
de agarosa de bajo punto de fusién 1% (Sigma), de esta mezcla se tom6 75 pL y se la colocé
en las placas portaobjetos previamente preparadas, se las cubrié con un cubreobjetos y se
las llevd a refrigeracion por 10 minutos. Pasado este periodo de tiempo se retiraron los
cubreobjetos, se colocé 130 pL de agarosa de bajo punto de fusién en cada placa y se volvié
a cubrir con cubreobjetos para nuevamente someterlas a refrigeracion por 10 minutos
adicionales. Luego de este tiempo se retiraron los cubreobjetos y se transfirieron las placas a
una soluciébn de lisiss 10 % de DMSO (SIGMA) , 1 % triton X-100
(SIGMA), 2.5 M NaCl (MERCK), 100 mM EDTA (INVITROGEN), 10 mM Tris (INVITROGEN)

y pH 10, por un tiempo minimo de 1 hora'y méximo 15 dias.
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2.4.1.4 Electroforesis y lectura de placas.

Para la electroforesis se dejaron reposar las placas que se encontraban en la solucion de lisis
en una cubeta de electroforesis con un buffer: 300 mM NaOH (MERCK), 1 mM EDTA
(INVITROGEN) y pH >13) durante 20 minutos, luego se realizd la electroforesis en
condiciones de 25V, 300 mA y 20 minutos. Finalizado este tiempo se retiraron las placas de
la cubeta y se las coloc6 en un buffer de neutralizaciéon (9.7 g Trisy pH 7.5) y se las deshidraté

con metanol para su posterior andlisis.
Modificado de: (Tice et al., 2000).

Para visualizar las placas en el microscopio de fluorescencia (ZEISS-Axioskop 2 plus) se las
hidraté con agua desionizada fria y se las tifié con 60 puL de Bromuro de etidio (30 pg/ml). El
dafio del ADN se midi6 por la longitud de la cola de los cometas y se visualizaron en una

computadora con el Software Comet Assay IV.
Modificado de: (Jones & Senft, 1985).
2.4.2 Ensayo del cometa: Tratamiento con horchata + H20;,

Se realiz6 el mismo procedimiento que en los ensayos donde se aplicé solamente horchata,
la diferencia es que se incluyé una dosis de 5 mM de H.O, y se mezclé con cada horchata

para aplicar tratamiento sobre la linea celular.

El efecto anti-genotoxico de las horchatas se calcul6 en porcentaje utilizando la siguiente

formula;

H,0, — (Horchata + H,0,)
*

100
H30,

2.5 Especies Reactivas de Oxigeno (ROS).

2.5.1 ROS: Tratamiento con horchata.

Las células se sembraron en cajas de 96 pocillos y se incubaron por 16 horas. Se aplicé
tratamiento con 2’7’ diacetato de diclorodihidrofluoresceina (H2DCFDA) (20 pM) y una
solucion salina balanceada Hank’s (HBSS), se incubé por 30 minutos, transcurrido este tiempo
la solucién de H2DCFDA con HBSS se elimind, se lavaron los pocillos con PBS, se aplico el
tratamiento con HBSS vy las 9 horchatas a las concentraciones de 100, 333 y 1000 pg/mL,
como control positivo se uso6 peroxido de hidrogeno (H202) con HBSS a las concentracion de

5 mM como control negativo se aplic6 HBSS en las células y en el blanco solo HBSS sin
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células. Se incubd por 2, 4 y 6horas. La caja multipocillos se ley6 en Fluoroskan Ascent FL

(Thermo Fisher Scientific).
Modificado de: (Jakubowski & Bartosz, 2000).
2.5.2 ROS: Tratamiento con horchata + H,O;,

Se realizé el mismo procedimiento que en los ensayos donde se aplicé solamente horchata,
la diferencia es que se incluyd una dosis de 5 mM de H2O, y se mezcl6 con cada horchata

para aplicar tratamiento sobre la linea celular.

El efecto anti-oxidante de las horchatas se calculé en porcentaje utilizando la siguiente

féormula:

H,0, — (Horchata + H,0,)
*
H>0,

100

2.7 Andlisis estadisticos.

2.7.1 Viabilidad por FDA-Bromuro de Etidio.

Para analizar los datos de viabilidad se utilizé el software estadistico GraphPad Prism, se
aplicé un test paramétrico ANOVA para determinar si existen diferencias significativas entre
las dosis con los tratamientos de las 9 horchatas, y un test de Tukey para determinar

diferencias entre cada dosis de los liofilizados de horchata.
2.7.2 Ensayo del Cometa.

El andlisis de los resultados se realiz6é con el software GraphPad Prism. El pardmetro que se
evalué para medir la genotoxicidad producida por los 9 tipos horchatas en células CHO-K1
fue la longitud de cola. Se emple¢ el test de Shapiro Wilk para evaluar si los datos tienen una
distribucién normal, el test no paramétrico de Kruskal-Wallis y un test de Dunns para comparar

entre columnas.
2.7.3 Especies Reactivas de Oxigeno (ROS).

El andlisis de datos de ROS se realiz6 con el software estadistico GraphPad Prism y se aplico

un test de ANOVA y un post test de Dunnett.
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3.1 Viabilidad por FDA-Bromuro de Etidio.

Antes de comparar la viabilidad de las distintas dosis de los tratamientos con horchata primero
se evalud la uniformidad de los resultados obtenidos en los controles positivos y negativos de
todas las horchatas mediante el test de Kruskal Wallis (p < 0.05), este nos indica que no
existen diferencias estadisticamente significativas entre los controles de las distintas
horchatas. También encontramos que todos los controles negativos presentaron un
porcentaje de viabilidad mayor al 80%, lo que es importante para evitar que aumente la
genotoxicidad en nuestro ensayo por muerte celular. ElI control positivo (EMS) tuvo un
porcentaje de viabilidad menor al 50%, lo que indica que de haber habido un efecto citotéxico

en las células por las horchatas se veria expresado en los resultados.

Al comparar las tres dosis de todas las horchatas (100, 333 y 1000 pg/mL) contra sus
respectivos controles negativos mediante un test de ANOVA se encontré diferencias, lo que
nos indica que los tratamientos con horchata producen una disminucion de la viabilidad.
También se observo que el porcentaje de viabilidad disminuye para todos los tratamientos con

horchatas conforme aumenta la dosis, es decir, se observo una relacién de dosis respuesta.

Al parecer los tratamientos con H1 y H7 presentaron mayor porcentaje de viabilidad en todas
las dosis, a diferencia de H3 que present6 la menor viabilidad entre todas las horchatas (Figura
1).
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Figura 1. Viabilidad por FDA-Bromuro de Etidio de células CHO-K1 expuestas a dosis de 100, 333 y
1000 pg/ml de 9 horchatas distintas (H1-H9) durante 24 horas. Control positivo: Etilmetanosulfonato
(EMS) (75uM). Cada barra representa la desviacion tipica + EE. (***: p<0.0001, **: p<0.001 *:p<0.01).

Fuente: Autor

3.2 Actividad genotéxica cuantificada mediante Ensayo del Cometa.

La genotoxicidad de las 9 horchatas fue medida con un andlisis de longitud de cola de las
células (Figura 2), se observa que el control negativo tuvo diferencias significativas con las
tres dosis de las 9 horchatas, a excepcion de la dosis de 100 ug/ml de H1 y H7, las cuales
fueron las que presentaron menor actividad genotdxica. Con respecto al control positivo
(EMS), la dosis mas alta (1000 pg/ml) de todas las horchatas (H1-H9) presentaron diferencias

significativas con el etiimetanosulfonato.
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Figura 2. Longitud de cola de células CHO-K1 expuestas a dosis de 100, 333 y 1000 ug/ml de 9
horchatas distintas (H1-H9) durante 24 horas. Control positivo: Etilmetanosulfonato (EMS) (75 uM).
Cada barra representa la desviacion tipica + EE. (***; p<0.0001, **: p<0.001 *:p<0.01).

Fuente: Autor

3.3 Actividad anti-genotOxica cuantificada mediante Ensayo del Cometa.

En los resultados (Figura 3), se observa que el control negativo present6 baja longitud de cola
de las células, a diferencia del control positivo (H-02) que produjo longitudes de cola altas. Al
comparar los tratamientos con horchata y los tratamientos con horchata + H.O se observa
gue al aplicar esta mezcla sobre la linea celular el dafio producido por H,O, disminuyd, sin
embargo este no llegd a un nivel basal como el indicado por el control negativo; esto se
observo en todas las horchatas, aunque en algunas la disminucién del dafio fue menor como
se observa en H3+H,0- que presento valores mas altos de longitud de cola en comparacién
con los demas tratamientos, en cambio en H1+H,0, H2+H.O, H4+H,O, y H7+H,0; se
visualizd un mayor efecto anti-genotoxico sobre la linea celular, ya que al ser las menos

genotoxicas, estas horchatas disminuyeron el dafio producido por la horchata. Este resultado
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también pudo visualizarse con la formula para determinar el porcentaje de actividad anti-

genotoxica de cada horchata (Tabla 3).

Tabla 3. Porcentaje de actividad anti-genotoxica de las 9 horchatas estudiadas cuantificado mediante
ensayo del cometa.

% Actividad anti-genotoxica

H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9
* * + * *
44 40 30 42 38 38 41 37 36

(* Horchatas con mayor actividad anti-genotoxica, + Horchatas con menor actividad anti-genotoxica)

Fuente: Autor
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Figura 3. Longitud de cola de células CHO-K1 expuestas a dosis de 1000 pg/ml de las 9 horchatas
estudiadas y con una mezcla de horchatas + peréxido de hidrégeno (H202). Control positivo: Perdxido
de Hidrégeno (H202) (5 mM). Las letras sobre las barras representan la diferencia significativa entre los

tratamientos de acuerdo con el test de Tukey.
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Fuente: Autor

3.4Induccidon de especies reactivas de oxigeno (ROS).

En la Figura 4 se puede observar un aumento significativo de la cantidad de especies reactivas
de oxigeno medidas en unidades arbitrarias de fluorescencia (UAF) conforme incrementa la
dosis de horchata. Se puede visualizar que H3 presenté una alta cantidad de especies
reactivas de oxigeno a la dosis mas alta (1000 ug/ml) con respecto a los demas tratamientos.
En cambio, H1, H2, H5, H7 y H9 presentaron una menor produccién de especies reactivas de

oxigeno a la dosis mas alta (1000 pg/ml).
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Figura 4. Especies reactivas de oxigeno en células CHO-K1 expuestas a dosis de 100, 333 y 1000
pg/ml de las 9 horchatas estudiadas. Control positivo: Peréxido de Hidrogeno (H202) (5 mM). UAF
(Unidades arbitrarias de fluorescencia). Cada barra representa la desviacion tipica + EE. (***:p<0.0001,
**: p<0.001 *:p<0.01).

Fuente: Autor
3.5Inhibicion de la produccion de especies reactivas de oxigeno.
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En la Figura 5 se observa que el control negativo tuvo una baja produccion de especies
reactivas de oxigeno, y el control positivo una alta produccion. Al aplicar los tratamientos de
horchata + H,O; se visualizdé que la cantidad de ROS producida por H-O. es disminuida al
momento de adicionar las horchatas, aunque esta diminucién no llega a un nivel basal como
el del control negativo. Este efecto fue mas evidente en H1+H,O, H2+H,O, H5+H,0,,
H7+H,0, y H9+H,0,, las cuales tuvieron un mayor efecto inhibitorio en la produccién de
especies reactivas de oxigeno. Este resultado también pudo visualizarse con la féormula para
determinar el porcentaje de inhibicion de ROS de cada horchata (Tabla 4).

Tabla 4. Inhibicion de las especies reactivas de oxigeno de las 9 horchatas estudiadas cuantificada

mediante ensayo ROS.

% Inhibicién de ROS

H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9
* * + * * *
50 48 36 43 49 42 49 39 49

(* Horchatas con mayor actividad anti-genotoxica, + Horchatas con menor actividad anti-genotoxica)

Fuente: Autor
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Figura 5. Especies reactivas de oxigeno en células CHO-K1 expuestas a un tratamiento con horchata
(1000 pg/ml) + peréxido de hidrégeno (H202). Control positivo: Peréxido de Hidrégeno (H202) (5 mM).
UAF (Unidades arbitrarias de fluorescencia). Las letras sobre las barras representan la diferencia

significativa entre los tratamientos de acuerdo con el test de Tukey.

Fuente: Autor
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En el ensayo de viabilidad por FDA-Bromuro de Etidio, se observé que entre los controles
positivos utilizados para cada tratamiento con horchata no existieron diferencias
estadisticamente significativas entre los porcentajes de viabilidad, lo mismo ocurrié con los
controles negativos, esto nos permite determinar la eficiencia del ensayo y comparar los
resultados obtenidos de cada tratamiento con los controles. El porcentaje minimo de viabilidad
aceptado es del 70%, valores menores indican citotoxicidad que puede estar inducida por un
agente genotoxico (Guarrotxena et al., 2015). En nuestros ensayos las células del control
negativo presentaron una viabilidad mayor al 80%, el cual se encuentra dentro del porcentaje
de viabilidad aceptado para cultivos celulares. En cambio las células expuestas al control
positivo (Etilmetanosulfonato), que ha sido considerado un agente mutagénico en varias
pruebas genéticas en mamiferos (Sega, 1984), tuvieron una viabilidad menor al 50%. En las
células expuestas a los tratamientos con horchata se observé una disminucién de la viabilidad
con respecto al control negativo, siendo H3 la que presentd un menor porcentaje de viabilidad,
y H1 y H7 las horchatas con mayor porcentaje de viabilidad, sin embargo, se puede concluir
gue todas las horchatas producen muerte celular, lo cual puede atribuirse a la composicién de
plantas que cada tratamiento posee, ya que existen plantas que segun algunos estudios
producen disminucion de la viabilidad al exponer a las células a extractos obtenidos de las
mismas (Skala et al., 2016).

Las plantas medicinales han sido utilizadas para elaborar infusiones o bebidas empleadas en
la terapia contra enfermedades, sin embargo, existe muy poca evidencia cientifica de los
riesgos que pueden causar a la salud (Chichioco-Hernandez et al., 2011), ya que la mayoria
sintetizan sustancias toxicas (Vargas et al., 1991) las cuales pueden causar efectos
genotoxicos, mutagénicos y citotoxicos (Celik, 2012). La eficacia y seguridad de los productos
o farmacos a base de hierbas depende de su fuente de proveniencia (Chichioco-Hernandez
et al., 2011), por lo tanto es importante evaluar la genotoxicidad en extractos o sustancias
obtenidos de las plantas antes de su uso (Sponchiado et al., 2016). En este estudio se evalu6
la genotoxicidad de 9 horchatas con distinta composicion de plantas sobre la linea celular
CHO-K1. Los resultados obtenidos permitieron determinar que todos los tratamientos con
horchata produjeron dafios significativos en el ADN de las células medido por la longitud de
cola del cometa, con lo cual se puede confirmar que alguna de las plantas presentes en la
horchata o la mezcla de ellas estan produciendo efectos genotéxicos sobre las células. Estos
resultados se suman a los de otros estudios que confirman potenciales efectos genotoxicos
de las plantas probados en lineas celulares (Ananthi et al., 2010; Melo-Reis et al., 2011; Shin
et al., 2011). Por otro lado, el analisis de la produccion de ROS es un tema importante ya que
estan involucradas en el desarrollo del cancer en los seres humanos (Wiseman & Halliwell,

1996; Klaunig et al., 2010), siendo los radicales hidroxilos (OH) los que producen gran parte
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de dafios en las bases nitrogenadas del ADN (Wiseman & Halliwell, 1996). Ademas las
especies reactivas de oxigeno pueden provenir de fuentes endégenas como la activacion de
células inflamatorias y fuentes exdégenas como agentes ambientales y farmacos (Klaunig et
al., 2010). Es por esto que en este estudio se evalud la induccion de ROS de las horchatas
estudiadas sobre la linea celular, los resultados obtenidos indican que todos los tratamientos
con horchata produjeron especies reactivas de oxigeno. Ademdas se observd que las
horchatas que tuvieron actividad genotoxica en el ensayo del cometa también indujeron la
produccién de ROS, siendo H3 la que present6 una mayor genotoxicidad e induccién de ROS

en ambos ensayos en comparacion con las demas.

Para prevenir problemas en la salud al ingerir estos productos que contienen potenciales
carcin6genos, una estrategia es consumir anticancerigenos o antimutdgenos naturales o
sintéticos que pueden revertir o disminuir la frecuencia de dafios en el ADN (De Flora, 1998),
sin embargo, el mecanismo de accion de estos no se conoce a fondo (Romero et al., 2005).
Lo que han reportado hasta la actualidad es que se encuentran en frutas, verduras y varias
especies de plantas (Mitscher et al., 1996). Por esta razén es importante evaluar el potencial

anti-genotoxico y antioxidante que algunas especies poseen.

En este estudio se encontré que algunas de las plantas que conforman la horchata o su
mezcla poseen actividad anti-genot6xica sobre la linea celular CHO-K1, esto se determiné al
observar que la mezcla de horchata + H2O. disminuye el dafio producido por H.O,, sin
embargo, esta disminucién no llegd a un nivel basal. Al comparar los resultados con la
composicion de las horchatas observamos que la presencia o ausencia de algunas plantas
podria influir para que este efecto protector ocurra. Es asi que se encontrd que las especies
gue estan presentes en todas las horchatas son Iresine herbstii y Pelargonium graveolens. De
acuerdo con Dipankar et al. (2011) las hojas de Iresine herbstii son utilizadas como un agente
anticancerigeno y Schmidt et al. (2009) report6 que esta especie posee efectos
antiinflamatorios y actividad antioxidante. De Pelargonium graveolens no se encontrd
informacion acerca de su genotoxicidad, sin embargo, Dimitrova et al. (2015) informé que ésta
especie posee actividad antioxidante. Al relacionar la actividad anti-genotéxica e inhibicién de
ROS, observamos que las horchatas con mayor potencial anti-genotéxico fueron H1, H2, H4
y H7 e inhibidores de ROS: H1, H2, H5, H7 y H9. Como se observa, H1, H2 y H7 coinciden
en los dos ensayos y se podria decir que ambos eventos podrian estar relacionados. En el
caso de H4 el efecto anti-genotdxico puede estar relacionado con sistemas de detoxificacion
ajenos a la produccion de ROS (Mishra et al., 2006; Espinoza et al., 2008). En el caso de H5
y H9, se observa una actividad interesante como inhibidoras de ROS, sin embargo al parecer
no esté relacionado con el efecto protector del ADN. Aunque la actividad inhibidora de ROS

puede atribuirse a los antioxidantes presentes en las plantas (Choi et al., 2002), los cuales
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provienen de metabolitos secundarios tales como los flavonoides, que segun varios estudios
tienen la capacidad de eliminar radicales libres (Bors et al., 1990, 1994; Groot & Rauen, 1998),
al parecer hay algunos otros componentes en la mezcla que interaccionan con el ADN que

disminuyen el efecto protector de las H5 y H9.

Por otro lado, como ya se mencioné en H1, H2 y H7 que son las horchatas con mayor actividad
anti-genotoxica e inhibicion de ROS, las especies Borago officinalis y Mentha spicata no estan
presentes. De Borago officinalis, se ha aislado alcaloides pirrolizidinicos que poseen actividad
genotoxica (Frei et al., 1992) y son mutagénicos (Capasso et al., 2003). Por otro lado, segun
Bakkali et al. (2008) los aceites esenciales de Mentha spicata producen efectos genotdxicos,
por lo que se puede decir que la actividad anti-genotéxica en estas tres horchatas podria
deberse a la ausencia de las especies mencionadas. Ademas, la especie Fuchsia hypoleuca
se encontr6 solamente en estas horchatas, por lo que podria ser una de las especies
causantes de la actividad anti-genotoxica, sin embargo, no existe mucha informacién acerca
de su genotoxicidad, lo que se sabe segun Stuessy & Ono (2007) es que varias especies del
género Fuchsia tienen pigmentos como quercetina, que es un flavonoide que se encuentra en
muchas especies de plantas y alimentos de consumo frecuente, tiene actividad antioxidante,
antiinflamatoria (Murota & Terao, 2003; Coskun et al., 2004) y anti-genotdxica (Ohigashi et al.,
2013).

Este estudio es un aporte de la evaluacion de los efectos citotoxicos, genotoxicos y anti-
genotoxicos de los extractos obtenidos de las plantas medicinales constituyentes de la bebida
tradicional y de consumo masivo en nuestra provincia como es la horchata. Nuestros
resultados sugieren realizar investigaciones mas a fondo para conocer los efectos de cada
una de las plantas o la mezcla de ellas en el cuerpo humano y asi poder darle un uso correcto

a esta bebida tradicional.
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CONCLUSIONES

La composicion de las horchatas puede incrementar tanto el dafio en el ADN medido por la
longitud de cola en el ensayo cometa como la induccién de ROS. Sin embargo, al combinar
las horchatas con un inductor de dafio genotoxico y de ROS, las horchatas disminuyen tanto
la genotoxicidad como la induccién de ROS, lo que confirma una actividad anti-genotéxica y
antioxidante de la horchata. Estos resultados pueden deberse a una planta especifica como
a la mezcla de ellas, es por ello que se sugiere realizar mas estudios toxicoldgicos de las

especies de plantas constituyentes de esta bebida para determinar esta actividad.
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Tabla 1. Especies vegetales utilizadas en la elaboracién de las 9 horchatas estudiadas de los tres distintos mercados de la ciudad de Loja.

articulaciones,
musculos,

menstruacién

Familia Especie Nombre 1 2 3 4 5 6 7 8 9 | Propiedades | Estructura Referencia
comun medicinales | morfolégica
MM cc FLGC | FLGC cc MM MM cc FLGC utilizada
Adoxaceae Sambucus nigra L. Tilo 6.4 0.0 3.8 2.6 0.0 4.7 0.0 0.6 0.0 | Nervios, tos, | Flor, hojas vy | (Cer6n, 2006)
bronquitis, tallo (Rios et al., 2007)
resfrio
Amaranthaceae Amaranthus Ataco 0.0 5.3 5.7 0.0 0.0 4.2 0.0 11.1 | 19.7 | Nervios, Inflorescencia (Santos, 2015)
hybridus L. regula la (Tinitana, 2014)
menstruacion,
limpia la sangre
Amaranthaceae Iresine herbstii Hook. | Escancel 13.2 | 11.2 8.5 14.7 7.3 33.3 | 11.3 | 23.1 | 12.2 | Analgésico, Hojas (Carrion, 2012)
diurético, (Tinitana, 2014)
tonificante
Apiaceae Foeniculum vulgare | Hinojo 0.0 4.4 0.0 0.0 2.9 2.0 6.4 0.0 0.0 | Anti-inflamatorio, | Hojas (Ceron, 2006)
Mill. estomacal (Tinitana, 2014)
Asteraceae Matricaria recutita L. | Manzanilla 3.2 0.0 4.7 6.4 6.5 2.0 0.0 0.8 2.6 | Anti-inflamatorio, | Planta (Ceron, 2006)
irritacion de ojos, (Rios et al., 2007)
estomacal
Boraginaceae Borago officinalis L. Borraja 0.0 0.0 12.3 | 11.3 5.1 18.8 0.0 5.9 41.2 | Tos, circulacion, | Hojas (Ceron, 2006)
gripe, fiebre (Tinitana, 2014)
Boraginaceae Symphytum Consuelda 0.0 0.0 0.0 0.0 1.9 0.0 0.0 0.0 0.0 | Cicatrizante, Hojas (Puertas et al., 2012)
officinale L. dolor de
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Brassicaceae Matthiola incana (L.) | Alheli 0.2 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 3.5 0.0 0.0 | Diurético, Flor (Lim, 2013)
R. Br. espectorante, (Tinitana, 2014)
estomacal,
estimulante
Cariophyllaceae Dianthus Clavel 0.0 0.0 0.0 0.0 0.6 0.0 0.3 0.0 0.0 | Anti-tusigeno, Planta (Carrioén, 2012)
caryophyllus L. calmante (Rios et al., 2007)
Equisetaceae Equisetum Cola de | 64 5.9 6.6 5.3 0.0 0.0 1.2 0.9 0.0 | Anti-inflamatorio, | Talloy hojas (Ceron, 2006)
bogotense Kunth caballo circulacién (Carrion, 2012)
Equisetaceae Equisetum Cola de | 0.0 0.0 0.0 0.0 7.3 0.0 0.0 0.0 0.0 | Afecciones del | Hojas, tallo (Santos, 2015)
giganteum L. caballo higado, (Rios et al., 2007)
rifiones, sistema
inmunitario,
diurético,
anti-inflamatorio
Geraniaceae Pelargonium Esencia de | 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 2.0 4.1 0.0 0.0 | Tonificante Ramas (Carrion, 2012)
odoratissimum L. rosa (Tinitana, 2014)
Geraniaceae Pelargonium Malva 15.7 5.7 15.1 4.0 8.9 5.3 7.1 16.3 7.2 | Tonificante Hojas (Carrion, 2012)
graveolens L'Hér. ex | olorosa (Tinitana, 2014)
Aiton. (grande)
Lamiaceae Ocimum basilicum L. | Albahaca 0.0 6.3 0.0 0.0 0.0 1.0 0.0 0.0 0.0 | Antimicrobiano, Hojas, flor, | (Rios et al., 2007)
blanca antioxidante semilla
Lamiaceae Ocimum Albahaca 0.0 0.0 0.0 0.0 2.9 0.0 0.0 0.0 0.0 | Gripe, fiebre, | Hojas (Amilcar, 2015)
campechianum Mill. negra estomacal, (Rios et al., 2007)
reumatismo,
epilepsia
Lamiaceae Mentha spicata L. Menta, 0.0 0.0 7.5 4.7 4.5 1.3 0.0 0.6 1.5 | Estomacal, Hojas (Santos, 2015)
hierba colicos,
buena calambres,
(pubescente tranquilizante
)
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Lamiaceae Mentha x piperita L. Menta, 0.0 0.0 0.0 0.0 3.2 0.7 2.6 0.0 1.8 | Anti-inflamatorio, | Hojas y tallo (Carrion, 2012)
menta negra antiflatulencia, (Rios et al., 2007)
(casa) digestivo
Lamiaceae Melissa officinalis L. | Toronijil 4.5 12.2 8.5 0.0 0.0 1.7 0.0 0.8 0.0 | Hemorragias, Hojas (Ceron, 2006)
nervios, (Rios et al., 2007;
estomacal, Tinitana, 2014)
corazén
Linaceae Linum usitatissimum | Linaza 0.0 3.3 0.0 0.0 8.6 2.0 7.3 0.0 3.5 | Diurético, Semilla (Carrion, 2012)
L. anti-inflamatorio (Rios et al., 2007)
Malvaceae Lavatera arborea L. Malva 147 | 125 | 11.3 0.0 145 | 13.6 0.0 9.1 5.8 | Anti-inflamatorio, | Corteza y hojas (Ceron, 2006)
blanca cancer (Tinitana, 2014)
grande
Malvaceae Malva parviflora L. Malva coche | 0.0 0.0 2.8 20.6 0.0 0.8 16.6 0.0 0.0 | Heridas, Corteza, hojas, | (Bouriche et al., 2016)
rosada anti-inflamatorio flor y ramas (Tinitana, 2014)
Onagraceae Fuchsia magellanica | Pena pena | 1.9 1.7 0.0 2.6 0.0 0.0 1.2 0.0 0.0 | Diurético Flor (Tinitana, 2014)
Lam. blanca
morada
simple
Onagraceae Fuchsia hypoleuca | Pena pena | 4.0 4.4 0.0 0.0 0.0 0.0 1.9 0.0 0.0 | Diurético Flor (Tinitana, 2014)
Hort. blanca
rosada
Onagraceae Fuchsia hybrida | Pena pena | 0.0 0.0 0.0 0.0 8.3 0.0 0.8 0.0 0.0 | Calmante, Flor (Carrién, 2012; Tinitana,
Hort. grande tonificantel y 2014)
diurético (Tinitana, 2014)
Onagraceae Oenothera rosea | Shullo 4.5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 3.2 0.0 0.0 | Anti-inflamatorio, | Tallo, flor y | (Carrion, 2012)
L'Her. ex Aiton. diurético, hojas
febrifugo
Piperaceae Peperomia Congona 0.0 0.0 0.0 10.9 0.0 0.0 7.7 0.0 0.0 | Insomnio, Hojas, flor y | (Cerdn, 2006)
inaequalifolia Ruiz & | grande antiparasitario, tallo (Carrion, 2012)

Pav.

dolor de oido,

anti-inflamatorio
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(L'Her.) Britton

estomacal,

anti-inflamatorio

(Tinitana, 2014)

Plantaginaceae Plantago major L. Llantén 5.3 12.2 7.5 8.9 10.8 2.0 9.3 6.7 0.0 | Anti-inflamatorio, | Planta (Carrion, 2012)
cicatrizante, (Carrion, 2012; Tinitana,
diurético 2014)
Poaceae Cymbopogon Hierba luisa 5.1 0.0 5.7 2.6 6.8 0.0 7.3 9.9 1.2 | Nervios, presion, | Hojas (Ceron, 2006)
citratus Stapf anti-inflamatorio (Rios et al., 2007)
Proteaceae Oreocallis Cucharillo 0.0 0.0 0.0 5.5 0.0 0.0 0.0 2.3 0.0 | Previene Inflorescencia (Fernandez and
grandiflora  (Lam.) consecuencias Viracucha, 2014)
R.Br. de diabetes (Tinitana, 2014)
avanzada
Rosaceae Rosa canina L. Rosa simple | 1.1 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.5 0.0 0.0 | Gripe. fiebre, | Flor (IUCN, 2005)
rosada ténico,
blanca estomacal
Solanaceae Solanum Mortifio 3.8 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.9 | Sistema Ramas (Tinitana, 2014)
americanum Mill. respiratorio
Tiliaceae Triumfetta Cadillo 10.0 9.2 0.0 0.0 0.0 3.3 7.7 10.5 0.0 | Astringente, Flor, hojas y | (Carrién, 2012)
althaeoides Lam. diurético tallo
Verbenaceae Aloysia triphylla | Cedrén 0.0 5.7 0.0 0.0 0.0 1.3 0.0 14 2.3 | Presion, nervios, | Ramas (Ceron, 2006)

Fuente: Autor

MM: Mercado Mayorista

CC: Centro Comercial

FLGC: Feria Libre Gran Colombia
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