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RESUMEN

Al sur del Ecuador en la provincia de Loja se mantiene el consumo de la tradicional bebida
llamada “horchata” que se elabora a partir de 16 a 32 especies de plantas y hoy en dia no
solamente la expenden en mercados de la provincia sino que la comercializan en diferentes
presentaciones.

Estudios previos indican que 3 diferentes horchatas (HRCH2, HRCH7, HRCHS8) de 9 liofilizados
tuvieron efecto citotoxico sobre células tumorales de astrocitoma cerebral y mediante ensayo
cometa se midié el dafio genotéxico y antigenotoxico. El objetivo del estudio fue evaluar su
posible efecto genotdoxico y/o antigenotoxico de dichas mezclas a una concentracion de
1000pg/mL en células CHO-K1 mediante el ensayo de micronucleos con bloqueo de citocinesis.
Se demostré que los liofilizados no tenian un efecto genotéxico, todos presentaron un efecto
antigenotéxico desmutageno, sin embargo como agente bioantimutageno la HRCH7 mantiene
el efecto protector mientras que HRCH2 y HRCHS8 presentaron un efecto disminuido. Ninguna
de las horchatas probadas modula la proliferacion celular, evaluado en el indice de division
celular.

Palabras clave: horchata, antigenotéxico, micronucleos, desmutageno, bioantimutageno.



ABSTRACT

To the south of Ecuador in the province of Loja the consumption of the traditional drink called
"horchata" is maintained that is elaborated from 16 to 32 plants and nowadays they not only sell
it in markets of the province but they commercialize it in different presentations.

Previous studies indicate that 3 different horchatas (HRCH2, HRCH7, HRCHS8) of 9 lyophilized
had a cytotoxic effect on brain astrocytoma tumor cells and by genotypic and antigenotoxic
damage were measured by comet assay. The objective of the study was to evaluate its possible
genotoxic and / or antigenotoxic effect of these mixtures at a concentration of 1000ug / mL in
CHO-K1 cells by the micronucleus test with blockade of cytokinesis. It was demonstrated that
the lyophilizates did not have a genotoxic effect, all presented an antigenotoxic effect
demmutageno, nevertheless like bioantimutageno agent HRCH7 maintains the protective effect
whereas HRCH2 and HRCHS8 presented a diminished effect. None of the tested horchatas
modulate the cellular proliferation, evaluated in the index of cellular division.

Key words: horchata, antigenotoxic, micronuclei, desmutagen, bioantimutagen.



INTRODUCCION

El consumo de plantas medicinales para usos terapéuticos se han utilizado desde tiempos
antiguos, y prevalecen de tal manera que hoy en dia se siguen consumiendo (Brugés &
Reguero, 2007). Es mas la gran mayoria de farmacos tienen principios activos de varios
compuestos provenientes de las plantas tradicionalmente usadas para tratar diferentes
enfermedades (Avello & Cisternas, 2010).

Hoy estad considerado que el 80% de la poblacion alrededor del mundo utiliza las plantas
medicinales en el tratamiento de enfermedades segin datos registrados en la Organizacion
Mundial de la Salud, ademas su uso tradicional es generalmente por decocciones de las plantas
enteras o de sus partes y no de sus principales componentes aislados y purificados (Sanchez,
Fonseca, Capiro, & Fernandez, 2000), debido a que utilizar los extractos totales genera un
efecto potencialmente beneficioso sobre el organismo humano y produce menos efectos
secundarios indeseables (Carballo, Cortada, & Gadano, 2005; Sanchez, 1999). En Ecuador el
uso de las plantas medicinales es una tradicién que proviene de pueblos indigenas y la mayoria
de estas plantas se expenden libremente en mercados locales (Cerén, 2006). La horchata es
considerada una mezcla de varios tipos de plantas que de manera individual tienen diferentes
efectos beneficiosos sobre la salud, tienen un total de 32 usos terapéuticos y estan asociados al
tratamiento de sintomas relacionados con el sistema circulatorio, sistemas digestivo y
respiratorio entre ellos: antibronquitis, estimulante, antiespasmédico, ténico, cardiotdnico,
febrifugo, hepatico, dolor de estébmago, diurético, analgésico, antitusivo, anti-inflamatorio,
hipotensor, entre otros (Rios, Tinitana, Jarrin-v, Donoso, & Romero-Benavides, 2017).

Debido al uso masivo de esta bebida, en nuestra ciudad estudiar sobre la genotoxicidad y la
capacidad protectora es de gran importancia ya que es una mezcla compleja con una 0 mas
acciones terapéuticas, por lo tanto podria estar constituida por compuestos de origen
mutagénicos relacionados a procesos carcinogénicos, teratogénicos y modificaciones genéticas
(Vizoso, Garcia, & Ramos, 1999) o a su vez por compuestos que den origen a la actividad
protectora o0 antimutagénesis (Arencibia, Rosario, Lopez, & Diaz, 2009). Ademas evaluar el
potencial genotédxico de diversos compuestos adquiere mucha relevancia por su alta correlacion
entre el dafio al ADN y las afectaciones somaticas de diverso origen y naturaleza como el
envejecimiento y el cancer (Remigio, Vega, Piloto, & Rodriguez, 2008).

Por lo mencionado previamente en este trabajo de fin de titulacién se evaluaron los posibles

efectos que este brebaje generd en el DNA, a través de observar su actividad sobre las células



CHO-K1. El objetivo de este estudio fue determinar el efecto genotdxico y/o protector de la
horchata en la linea celular CHO-K1 mediante el andlisis de micronucleos, técnica que evalla la
capacidad genotoxica de las células en respuesta al tratamiento con el liofilizado de horchata
usado.



CAPITULO I. MARCO TEORICO



1.1. Medicina Tradicional.

La medicina tradicional abarca todos los conocimientos, capacidades y practicas basadas en
teorias, creencias y experiencias que se han dado de generacion en generacion y que son
tiles para mantener la salud y prevenir o mejorar enfermedades (Organizacion Mundial de la
Salud, 2013). A nivel mundial el uso de las plantas proviene desde tiempos ancestrales y
actualmente se emplean como método alternativo o coadyuvantes de enfermedades e incluso
algunos farmacos contienen principios activos obtenidos a partir de plantas (Rios, 2008).

Se estima segun estudios de la OMS que cerca del 80% de personas alrededor del mundo
utilizan la medicina tradicional como atencién primaria de una enfermedad (Carballo et al.,
2005), ademas el uso basico de las especies vegetales son la planta entera, sus partes o
compuestos activos aislados de las mismas obtenidas por: decocciones, infusiones, tisanas o
maceracion (Scovassi & Guaman, 2013).

En el Ecuador la cultura de sus comunidades indigenas hacen del conocimiento tradicional una
profunda experiencia de vida, que esta conectada al mundo vegetal y a sus propias
manifestaciones a través de una cosmovisién particular (Rios, 2008).

1.2. Plantas Medicinales.

Cuando se habla de plantas medicinales se hace énfasis a su contenido de principios activos,
los cuales al ser administrados en dosis adecuadas producen un efecto curativo frente a las
enfermedades del hombre (Organizacion Mundial de la Salud, 2013). Muchas de estas plantas
tienen actividad antiinflamatoria, analgésica, antimicrobiana, antiespasmaddica, antidiabética,
antiviral e incluso antitumoral, es mas contienen una amplia variedad de compuestos
antioxidantes naturales ejerciendo su efecto por diversos mecanismos (Scovassi & Guaman,
2013).

Ecuador por su alta diversidad biolégica y cultural se ha constituido en uno de los paises con un
gran potencial en lo referente a medicina tradicional, detallandose alrededor de 5172 especies
de plantas, de las cuales el 60% se utilizan con fines medicinales (Garzon, 2016). Entre la
ciudad de Loja al sur del Ecuador y Zamora Chinchipe se han descrito mas de 270 especies de
plantas y dentro de estas 75 familias presentan funciones farmacolégicas, con efectos
beneficiosos en el area de la salud e incluso algunas fueron investigadas cientificamente
(Bussmann & Sharon, 2015).

1.3. Horchata.

Existen varias denominaciones de este término, en varios paises como Espafia se la denomina

horchata a una bebida elaborada a base de leche y arroz, y en México es a base de frutas, sin
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embargo en Ecuador en la regién sur, esta bebida refrescante se elabora con varias plantas
medicinales y hierbas aromaticas a través de la infusion (Marcillo & Naranjo, 2012). En algunos
estudios realizados, las especies utilizadas van entre 16 a 32 plantas para poder obtener este
preparado medicinal que tiene propiedades diuréticas antiestrés, energizantes, tonico, digestivo,
entre otros (Rios et al., 2017). La elaboraciéon se basa en hervir agua y sumergir de 5 a 8 min
entre 18 a 25 plantas aproximadamente 25 g. de cada una, al finalizar se la sirve con limén y
azucar al gusto, su consumo puede ser fria o caliente (Fernandez & Viracucha, 2014). Ademas
se comercializan en presentaciones de 50 a 100 g. de diversas marcas € incluso se encuentra
ya preparada (Marcillo & Naranjo, 2012).

Esta bebida ha existido en el Ecuador andino austral desde la colonia espafiola y es conocida
como una tradicion en la provincia de Loja, sobre todo entre los indigenas debido al impacto
cultural en la poblacién local (Rios et al., 2017). Rios, et al., 2017 menciona 32 distintos usos
terapéuticos de las 71 especies de plantas medicinales registradas, las cuales se expenden
como material vegetal fresco en 31 mercados de la provincia. El 66% de las especies de plantas
medicinales se utilizan como antiinflamatorios, 51% como analgésicos, 42% como diuréticos, y
entre 28 y 37% como sedantes, tonicos, digestivos, hepaticos y paliativos. Dentro de las
estructuras morfolégicas especificas que se usan son: inflorescencias, raices, semillas, tallo y
la planta entera que se vende con menos frecuencia, esto depende de la especie a usar (Rios
et al., 2017).

1.4. Genotoxicidad.

Se define genotoxicidad como el efecto producido en la célula por accibn de moléculas de
origen mutdgeno (genotoxinas), que destruyen el material genético e inducen a mutaciones en
el ADN (Umang, 2012). Evaluar este pardmetro es de importancia ya que analiza las diferentes
formas de mutaciones como: aberraciones cromosémicas, recombinacion y cambios numéricos
gque se dan al nivel del genoma (Mohamemmed, Sisodia, Mansori, & Dheeraj, 2014).

Las pruebas pueden ser in vivo o in vitro, estan disefiadas para detectar el dafio genético
producido tras exposicion de genotdxicos, los compuestos con respuestas positivas a estas
pruebas se consideran carcindégenos y/o mutagenos para el ser humano (Umang, 2012). Una
de las pruebas de evaluacion de genotoxicidad es el test de micronucleos, que mide la
capacidad de una sustancia para romper los cromosomas o afectar la formacién de la placa
metafasica o del huso mitético, durante la division celular (Alborghetti et al., 2015).

1.5. Antigenotoxicidad.



El significado de antigenotoxicidad fue descubierto en 1951 tras realizar un ensayo en donde la
presencia de nucledtidos normales en un medio de crecimiento causaba una reduccién de la
frecuencia de mutaciones de resistencia a fagos en una poblacién bacteriana (Arencibia et al.,
2009). Kada define la accién antimutagénica como la capacidad o accién de las sustancias para
disminuir o evitar el dafio del ADN de la célula (Arencibia et al., 2009). Segun Wattenberg en el
afo 1981, los antimutdgenos fueron agrupados en dos grandes categorias: los agentes
bloqueadores, que impiden que los carcinG6genos alcancen o reaccionen con los sitios diana y
los agentes supresores, que previenen la evolucion de los procesos neoplasicos (Wattenberg,
1981), entre los agentes blogqueantes se encuentran los agentes desmutagenos y los
bioantimutagenos (Arencibia et al., 2009).

El término desmutadgeno se refiere a aquellos agentes que actian en forma directa con el
mutageno, modificando ya sea su estructura quimica o bioquimica es decir acarreando consigo
reacciones de metabolizacién dentro del organismo antes de que alcance la molécula blanco
(Simic, Vukovic-Gacic, Knezevic-Vukcevic, Trininic, & Jankov, 1997). Los bioantimutagenos, son
agentes bioldgicamente activos que interfieren con las funciones celulares que determinan los
procesos de mutagénesis o reparacion del ADN dafado, provocando disminucién de la
frecuencia de las mutaciones tanto inducidas como espontaneas (Arencibia et al., 2009).

Para determinar si la actividad antimutagénica de un compuesto investigado es de caracter
desmutagénico o bioantimutagénico, el procedimiento consiste en comparar las respuestas
mutacionales obtenidas al aplicar tres variantes fundamentales de tratamiento: Cotratamiento
(compuesto y mutageno a la vez), Pre tratamiento (primero el compuesto y a continuacion el
mutageno en ausencia del compuesto) y Post tratamiento (primero el mutageno y a
continuaciéon el compuesto) (Arencibia et al., 2009). Como se puede observar en la Tabla 1, en
los diferentes estudios en donde pretenden clasificar a los compuestos antimutadgenos se
analizé que varian los compuestos mutagénicos usados y el tiempo de exposicion de los
mismos, ademas los extractos que tenian capacidad protectora se usaban en el tiempo de
exposicion donde presentaban esa caracteristica.

Hoy en dia la investigacion de compuestos antimutagénicos lo relacionan con el tratamiento de
quimioprevencion que tendria como accioén reducir la incidencia del cancer teniendo como
objetivo identificar agentes que permitan desarrollar estrategias relacionados con la
antimutagénesis (Surh, 2003). Para el uso racional de los agentes quimiopreventivos es
esencial no sélo evaluar su utilidad y eficacia sino también indagar sobre los mecanismos
involucrados (Rashid, 2017).



Tabla 1. Modelos experimentales de diferentes estudios que evallan tiempos de exposicion de los compuesto y extractos usados para

ensayos de antigenotoxicidad.

MODELO
CELULAR

LINFOCITOS

CHO-K1

HepG2 cells

CHO-K1

HepG2

HelLa
CHO-K1

COMPUESTO
GENOTOXICO

MMC
(0.025 uM)
EMS
(310 pg/mL)

CPA

MMC
(1 uM)
DEN
(5 pi/mL) o0 H20;
(0.27 mM)

MMC
(4.8 uM)

TIEMPO DE
EXPOSICION

20h

3h

22h

1h

1h 0 10 min.

3h

CITOCALASINA

DESMUTAGENO: COTRATAMIENTO

4.5 pg/mL 28h

3 pg/mL 18h

BIOANTIMUTAGENO
PRETRATAMIENTO

4.5 pg/mL 20h
1.0 pg/mL 21h
6 pg/mL 48h

POST TRATAMIENTO
24h

3 ug/mL
15h

TIEMPO DE
B EXPOSICION

CITOCALASINA +

EXTRACTO

SI

NO

EXTRACTO

Junto con la

Mitomicina

Junto con EMS

Pretramamiento

Antes de aplicar

mitomicina

Antes de DEN o
H202

Después de

Mitomicina C

TIEMPO

20h

3h

2h antes, y
22h después
con CPA

6h

1h

3h



MMC (4.8 uM) Después de los

CHO-K1 MMS (400 pM) 2h 3 ug/mL 3h X compuestos 2h
DXR (0.3 pM) mutagenos
EMS
CHO-K1 1h 5 pg/mL 28h X Después de EMS 1h
(350 pM)
MMS
HepG2 cells 3h 3 pg/mL 28h X Después de MMS 3h
(4 x 10-2M)
LUNG
FIBROBLASTS MMS 2h - - Después de MMS 2h
V79 cells
MMS
CHO-K1 3h 3 pg/mL 17h X Después de MMS 17h
(4.23 _g/mL)
MMS
(Disuelto en
HTC cell 1h 3 pg/mL 30h X Después de MMS 3h
compuestos
etanolicos )
24h X
HepG2 MNNG 1h 6 pg/mL Después de MNNG 24h

+24h sin extracto

NOTA: En los articulos después de aplicar los tratamientos con mutagenos se lava con PBS y luego se afiade el extracto.

Fuente: (Nigro, Marcela, & Marta, 2009), (Bellini et al., 2006), (Cao et al., 2007), (Tsung-yun, Li-kang, Yu Chuen, & Su- Hua, 1996), (Scolastici et al., 2008), (J. T. De
Oliveira et al., 2017), (Poersch et al., 2007), (Jacociunas et al., 2013), (Hoshina & Marin-Morales, 2014), (Barcelos, Shimabukuro, Maciel, & Célus, 2007), (R. J. Oliveira
et al., 2007), (Roberto, Matsumoto, Jamal, Malaspina, & Marin-Morales, 2016), (Meschini et al., 2015).

Flaharacian® Antor
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1.6. Biomarcadores para la determinacion de Actividad Genotéxica.

Se denomina “biomarcador” a la interaccién entre un sistema bioldgico y un agente de tipo
quimico, fisico o bioldgico, el cual se evalia mediante una respuesta funcional o fisiol6gica, que
ocurre a nivel celular o molecular, se encuentran diferenciados en tres tipos: Biomarcadores de
Susceptibilidad, de Efecto y de Exposicion (Arango, 2012). El Biomarcador de exposicion
determina en un organismo la presencia de una sustancia exdgena, y se puede medir la
toxicidad mediante: expresion y actividad de la enzima glutation-S-transferasa, actividad de la
enzima acetilcolinesterasa, cuantificacion de proteinas de estrés, sintesis de metalotioneinas,
dafio en ADN, aductos de ADN, peroxidacion lipidica, expresion y actividad del citocromo P450,
entre otros (Arango, 2012).

Para evaluar el dafio de ADN se utilizan algunas técnicas de estudio como: Test de Azul de
Toluidina, Test de Azul de Anilina, CBMN, Test de Aberraciones Cromosomicas, Test de
Retardo en Anafase-Telofase, Test de Intercambio de Cromatidas Hermanas, Ensayo Tunel,
Ensayo Cometa, Ensayo de ISNT (In situ nick translation), Deteccién de rotura de ADN-Fish,

entre otros (Alvarez, Arellano, & Pérz, 2015).

1.6.1. Ensayo de Micronucleos con bloqueo de la citocinesis.
Esta técnica es una de las principales pruebas de genotoxicidad internacionalmente
recomendada para la evaluacion de la seguridad de los productos, es uno de los métodos
preferidos a la hora de valorar confiablemente la rotura de cromosomas y la pérdida de material
genético (Mohamemmed et al., 2014), ademas tiene sensibilidad individual a la formacion de
MNs por polimorfismos en un solo gen (Luzhna, Kathiria, & Kovalchuk, 2013). Es un método
fiable para medir los dafios cromosdémicos por agentes citotdéxicos in vivo e in vitro
considerandolo como un test estandar de genotoxicidad para hacer seguimientos de agentes

para el uso de la poblacién humana (Alborghetti et al., 2015).

1.6.2. Micronucleos.
Los MNs son corpusculos que contienen cromatina y se encuentran en el citoplasma, se
pueden formar por procesos aneugeénicos durante el cambio de metafase a anafase de la
mitosis (Torres, Zavala, Macriz, Flores, & Ramos, 2013), derivandose de cromosomas enteros o
de fragmentos acéntricos que quedan excluidos durante la anafase mitética (Zalacain,
Sierrasesiimaga, & Patifio, 2005). Para observar este tipo de dafio se necesita el bloqueo de la
citocinesis a partir de CB, esta sustancia inhibe la polimerizacién de actina, usado para prevenir

el corte citoplasmatico (citocinesis) (Zalacain et al., 2005), originando una célula binucleada y
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mediante esto sea visible la perdida de material genético, lo que hace que este método sea
independiente de la cinética de division (Luzhna et al., 2013).

En la Figura 1 se evidencia la accion de la CB, al inhibir el desplazamiento de los cromosomas
hacia los polos y cual seria el posible resultado sin su uso.

1/

Mitcsls » | g % Anafase
mitatica
Con cltocalasina -B S cltocalasing -B

Céluka Binucleac Célubhs Mononucleadas

Figura 1. Formacion de MNs debido a la pérdida en un cromosoma entero y fragmentos
cromosOmicos de tipo acrocéntrico en anafase mitética. El esquema muestra el bloqueo con CB y
la consecuente obtencion de células binucleadas, sin el cual se observarian células
mononucleadas con perdida cromosémica, siendo imposible diferenciar si se trata de células

madres o hijas.

Fuente y elaboracidn: (Zalacain et al., 2005)

1.6.3. Criterio de Eleccion de Micronucleos.
El objetivo principal del criterio de eleccion de MNs es verificar la fiabilidad del ensayo, para ello
se tomara en cuenta tanto la célula binucleada como los MNs en si. En la Tabla 2 se describe el
criterio tanto para binucleadas como para la valoracion de los micronlcleos, esto fue

determinado por HUman MicroNucleus Project.
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Tabla 2. Criterios de Eleccion de Células y Micronlcleos determinados por la HUMN: HUman

MicroNucleus Project

Criterios para células Binucleadas Criterios de Micronucleos

La membrana citoplasmética vy " El diametro va de 1/3 y 1/16 de la media del
nuclear y el citoplasma deben estar diametro del nicleo principal

claramente distinguido e intactas

Nucleos con grado de Deben presentar similar tincibn a los nucleos
condensacidn de cromatina similar, principales y no ser refractarios

de igual forma, tamafio y patron de

tincion

Ninguno de los nucleos debe Los MNs no deben estar conectados con ninguno

encontrarse en apoptosis. de los nucleos de la célula binucleada

Los nicleos se pueden presentar Pueden tocar los nicleos de la célula pero no
unidos por puentes solaparse con ellos
nucleoplasmaticos pero no

solapados unos con otros.

Fuente: (Zalacain et al., 2005).
Elaboracion: Autor

1.7. Cultivo Celular.

Se conoce como cultivo celular a la eliminacién de células en un tejido de cualquier organismo,
pueden obtenerse por disgregacion (mecanicos o0 enzimaticos), después de obtener un
subcultivo de una linea celular, las células que predominen en capacidad de crecimiento
llegaran a uniformidad tanto genotipica como fenotipica (Gibco, 2015). Las condiciones de un
cultivo dependen de cada tipo celular, sin embargo los factores que intervienen basicamente
son: recipientes que contienen un sustrato al cual las células se adhieren (cultivo en
monocapa), medio adecuado suplementado con nutrientes esenciales (factores de crecimiento,
hormonas, gases, entre otros) y propiedades fisicoquimicas (pH, temperatura, macroambiente)
(Freshney, 2010).

1.7.1. Linea Celular Chinese Hamster Ovary CHO-K1.
En la Figura 2, se puede ver la morfologia de las células denominadas CHO-K1 por la ATCC,
son de origen epitelial obtenidos a partir de tejido de ovario del organismo Cricetulus griseus,
hamster, Chinese (ATCC, 2016), los cultivos celulares de mamiferos han sido de gran

importancia dentro de la investigacion para determinar la mutagenicidad de productos con
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potencial citotoxico es por ello que la linea celular CHO-K1 constituye uno de los materiales
biologicos més valorados en genotoxicidad (Sanchez, 1999).

ATCC Number: CCL-4)
Designation;  CHO-K1

Low Doty

Figura 2. Estructura morfologica de células CHO-K1, algunas se
presentan plegadas al sustrato y las que estan en forma
redondeada se encuentran en replicacion.

Fuente y elaboracién: (ATCC, 2016).
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CAPITULO Il. OBJETIVOS DEL PROYECTO
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2.1 Objetivo General.

Evaluar la genotoxicidad o antigenotoxicidad de células CHO-K1 utilizando el analisis de
micronucleos que determinaré el dafio de la célula, tras exposicion con los diferentes liofilizados

de Horchata.

2.2. Objetivos Especificos.

Determinar el efecto genotéxico de la horchata en la linea celular CHO-K1 mediante el analisis
de micronucleos con tincion DAPI (diamidino-2-phenylindole dihydrochloride).

Determinar el efecto antigenotéxico de la horchata en la linea celular CHO-K1 mediante el
analisis de micronucleos con tincion DAPI (diamidino-2-phenylindole dihydrochloride).
Establecer si los liofilizados de horchata podrian actuar como agentes desmutdgenos o
bioantimutdgenos en las células CHOK-1, mediante el andlisis de micronlcleos con tincién
DAPI (diamidino-2-phenylindole dihydrochloride).
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CAPITULO lil. MATERIALES Y METODOS
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3.1. Obtencion del material de Estudio.

Para obtener el liofilizado de Horchata se hizo la recoleccion de las especies vegetales en los
diferentes mercados de la ciudad de Loja como: el Mercado Mayorista, Centro Comercial y
Feria libre Gran Colombia por parte de la Dra. Fani Tinitana, Docente de la Universidad Técnica
Particular de Loja, mientras que la liofilizacién fue elaborada por parte del Dr. Juan Carlos
Romero Benavides, Docente de la Seccion de Quimica Basica y Aplicada, se pesaron las
plantas en fresco para asi obtener 1L de bebida, posteriormente se sometieron a ebullicién por
un periodo de 10 minutos y se dejo enfriar a temperatura ambiente. Posteriormente se dispenso
en frascos estériles sometidos a congelacién con una inclinacién de 45° y luego se pasé al
liofilizador (LABCONCO-7754047) para obtener el extracto. Todo el extracto obtenido se
trasvasé a un frasco de 100mL estéril y se dispensd en tubos eppendorf de 1.5 ml y se
almacené a 8°C. Se obtuvieron 9 tipos de Horchatas de las cuales 3 presentaron un efecto
positivo en diferentes métodos de Biomarcadores de Genotoxicidad. La denominacion que se
les asignd segun el numero de liofilizado para horchata 2 (HRCH2), horchata 7 (HRCH7) y
horchata 8 (HRCHS8) y los porcentajes de la composicidn de las diferentes especies vegetales
utilizadas en los preparados se muestran en el Anexo 1.

3.2. Modelo Biol6gico y Cultivo Celular.

La linea celular utilizada se deriva de ovario de hamster Chino (Cricetulus griseus) (CHO-K1
segun ATCC, 2016), el medio de supervivencia celular es el HAMF-12 (GIBCO), suplementado
con 10% de suero fetal bovino (SIGMA), 1% de L-Glutamina (GIBCO) y 1% Antibiético-
Antimicético (GIBCO). Las células se mantuvieron a una concentracion de 37°C en una
atmosfera hiumeda con 5% de CO, con un tiempo de replicacion de 24 horas.

3.3. Ensayo de Micronucleos.

3.3.1. Siembra.
En cajas de 6 pocillos, a los cuales se les introdujo un cubreobjetos previamente esterilizado, se
sembré un nimero de 70.00 células y se incubd por 24 horas a 37°C atmésfera himeda, 5%
de CO..

3.3.2. Tratamientos.

3.3.2.1. Determinaciéon de Genotoxicidad de los liofilizados de Horchatas
En la Figura 3 se puede evidenciar el procedimiento realizado para este experimento, asi como

los tiempos de exposicion de los liofilizados de Horchata.
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TRATAMIENTO

HRCH (1000ug/ml)

24h +

CB (4.5 pg/ml)

SIEMBRA oan COSECHA

Figura 3. Esquema de la metodologia utilizada en la Determinacion de Genotoxicidad de los
liofilizados de Horchata.

Fuente y Elaboracién: Autor.

3.3.2.2. Evaluacién de Antigenotoxicidad.
Determinacién de Desmutagénesis: cotratamiento.

En la Figura 4 se presenta el esquema usado como metodologia cuando se aplicé las diferentes

sustancias.
TRATAMIENTO
MMi.(lpM)
SIEMBRA 24h HRCH (1000yg/ml) 24h COSECHA
CB (4.5 pg/ml)

Figura 4. Esquema de la metodologia utilizada en la Evaluacién de Antigenotoxicidad,
Determinacién de Desmutagénesis: cotratamiento. MMC.

Fuente y elaboracién: Autor.
Evaluaciéon de Bioantimutagénesis: post tratamiento.
El procedimiento que se realizo en cuanto a este ensayo, se indica en el esquema realizado en

la Figura 5, donde se detalla el tiempo al que fueron colocados los extractos.
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TRATAMIENTO

PBS
SIEMBRA MMC HRCH(1000pg/ml)
. COSECHA

Figura 5. Esquema de la metodologia utilizada en la Evaluacion de Antigenotoxicidad, Evaluacion de

Bioantimutagénesis: post tratamiento.

Fuente y elaboracién: Autor.

3.3.3. Cosecha.
Transcurrié el tiempo de incubacion respectivo al tratamiento de cada ensayo, y a cada una de
las cajas se las observé al microscopio, se eliminé el medio de cultivo, se adicioné medio mas
KCI (ALDRICH) a 0.075M y se incubdé nuevamente en las mismas condiciones, durante 30
minutos; se descart6 el sobrenadante y se afiadié gota a gota 2 mL de Fijador de Carnoy (1:3
metanol (MERCK): acido glacial acético (PHARMCO-AAPER)) con movimiento constante y

circular por 10 minutos, este proceso se realizé dos veces.

3.3.4.Tincién DAPI.
Se retird el sobrenadante y se colocé 2mL de PBS por 5 minutos, esto se repitié por 3 veces,
luego se afiadid 2mL de Tritbn (PROMEGA) 0.1% por 15 minutos, transcurrido el tiempo
nuevamente se realiz6 el lavado con PBS por 3 veces, luego se colocé 2mL de DAPI (1ug/mL)
durante 10 minutos protegiendo de la luz, se hicieron los lavados respectivos con PBS y se
colocé en un portaobjetos 20uL de solucién Antifade, para sellar el cubreobjetos.

3.3.5. Criterios de Analisis de Micronucleos.
Las placas realizadas se observaron en el microscopio Axioskop 2 plus (Zeiss, Alemania) que
contaba con un iluminador de fluorescencia (lAmpara HBO50) el conjunto especifico para
Tincién DAPI es el filtro con especificacion de 365 nm de excitacion y 420 nm de emision y se
analizaron también a contraste de fase para observar la membrana celular, y el andlisis se

realiz6 con un aumento de ~400x.
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En base a Thomas et al., 2009, se tomé las observaciones detalladas en la Tabla 2 y el conteo
fue manual sobre 2000 células para analisis de MNs y sobre 1000 células para el IDN (Zalacain
et al., 2005; Thomas et al., 2009;Santamaria et al., 2012).

3.3.6. Anélisis estadistico.
Para analizar los ensayos y realizar las respectivas gréficas se utilizo el software estadistico
GraphPad Prism version, se empled un test paramétrico Anova post test Dunnet y Bonferroni's
Multiple Comparison Test.
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CAPITULO IV. RESULTADOS
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4.1. Ensayo Micronucleos.

4.1.1. Determinacion de Genotoxicidad de los liofilizados de Horchatas vy
Determinacion de Desmutagénesis: cotratamiento.

En la Gréafica 1 se observa el nimero de células binucleadas con presencia de MNs, se utilizd
medio suplementado HAM-F12 como control negativo, MMC (1uM) como control positivo,
ademas de los liofilizados de las HRCHs (1000 pug/mL). En el ensayo de genotoxicidad (barras
de color verde) se evidencia que no existe un incremento en el nimero de MNs en las células
tratadas con HRCHs con respecto al control negativo, determinando que no tienen un efecto
genotobxico sobre las células CHO-K1.
Con respecto a la evaluacién de antigenotoxicidad como agente desmutagénico, al tratar en
conjunto con MMC (cotratamiento) y las HRCHs se observa en la Gréfica 1 como barras de
color amarillo, que todos los liofilizados de HRCHs presentan un resultado significativo (p-value
0.0001) frente al control positivo, determinando que las HRCHs en las células CHO-K1

colocados en conjunto con MMC tienen un efecto desmutagénico.

50+
404
301
+++

204

104

1m Dﬁ mE AL

C HRCH2 HRCH7 HRCHS8
MMC 1uM - + - + + +

CBMN/2000 CELULAS

= HRCH
3 DESMUTAGENESIS: COTRATAMIENTO

Grafica 1. Nimero de células Binucleadas con Micronucleos. Células CHO-K1 expuestas a dosis de
1000 pg/mL y controles: negativo (Medio HAMF-12 Suplementado) y positivo MMC. Los datos
estadisticos de cada ensayo representan la media y su error estandar de tres experimentos
independientes  realizados por duplicado. Se analiz6 mediante ANOVA- post test Dunnet
(+++:p<0.0001, ++: p<0.001, +:p<0.01) frente al control negativo y Bonferroni's Multiple Comparison
Test (Desmutagénesis: cotratamiento: ***:p<0.0001, **: p<0.001 *:p<0.01) frente al control positivo.

Fuente y elaboracién: Autor.
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4.1.2. Evaluacién de Bioantimutagénesis: post tratamiento.
Queriendo diferenciar entre el efecto desmutagénico y bioantimutagénico, realizamos un ensayo
donde las horchatas fueron colocadas tres horas después de la MMC (post tratamiento)
representado en la Grafica 2 con barras de color azul, podemos observar que las tres HRCHs
mantienen el efecto protector con respecto al control positivo (p-value 0.0001), sin embargo en
la HRCH 7 se ve un efecto mayor (p-value 0.0001) con respecto a HRCH2 (p-value de 0.001) y
la HRCHS8 (p-value de 0.01).

40-

30+

20+

104

CBMN/2000 CELULAS

0-

C HRCH2 HRCH7 HRCHS8
MMC 1uM ¥ + + +

@ BIOANTIMUTAGENESIS: POST TRATAMIENTO

Grafica 2. Namero de células Binucleadas con Micronucleos. Células CHO-K1 expuestas a dosis
de 1000 pg/mL y controles: negativo (Medio HAMF-12 Suplementado) y positivo MMC. Los datos
estadisticos de cada ensayo representan la media y su error estandar de tres experimentos
independientes realizados por duplicado. Se analiz6 mediante Bonferroni's Multiple Comparison
Test para ambos ensayos (***:p<0.0001, **: p<0.001 *:p<0.01) frente al control positivo.
Fuente y elaboracién: Autor.
4.2. Porcentaje de Células.
En la Grafica 3A en el estudio genotoxico se puede evidenciar que en las células
mononucleadas de HRCH2 (p-value 0.0001) y HRCH 8 (p-value 0.001) presentan una
diferencia frente al control negativo, es decir que los liofilizados sefialados tienen un cierto
porcentaje de células que no han podido dividirse durante el periodo de detencion del ciclo
celular. En la Grafica 3 B, todos los liofilizados muestran una disminucién en cuanto a las
células polinucleadas por lo que los extractos podrian estar disminuyendo la poblacion de

células viables, sin embargo, no existe una diferencia significativa en cuanto al porcentaje de
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células binucleadas. En cuanto a la Grafica 3C no existe diferencia significativa de los
liofilizados frente al control determinando que no afectan a la proliferacion celular.

A. B.
1004 100+
9 g
E; 3
T 501 S 507
X =S
0 0
HRCH 2 HRCH 7 HRCH8 HRCH 2 HRCH 7 HRCH8
MMC 1pM - MMC 1uM +

% células
al
o
Il

100+ i i
0

HRCH2 HRCH7 HRCH8

MMC 1uM ¢

= MONOMUCLEADA
BN BINMUCLEADA
1 POLUMNUCLEADA

Grafica 3. Porcentaje de células mononucleadas, binucleadas y polinucleadas, analizadas en 1000 células. A.
Determinacién de Genotoxicidad de los liofilizados de Horchatas. Evaluacion de Antigenotoxicidad B. Desmutagénesis:
cotratamiento C. Bioantimutagénesis: post tratamiento. Los datos estadisticos de cada ensayo representan la media y
su error estandar de tres experimentos independientes realizados por duplicado. Se analizd mediante ANOVA- post
test Dunnet (***:p<0.0001, **: p<0.001, *:p<0.01) frente a los controles.

Fuente y elaboracion: Autor.

4.3. indice de Division Nuclear.

25



En la Grafica 4 se observa el porcentaje de IDN, entre 1000 células evaluando células
mononucleadas, binucleadas y polinucleadas, se utilizé los mismos controles y dosis del ensayo
anterior. Los datos estadisticos del control positivo con respecto al negativo son
estadisticamente significativos (p-value, 0.0001), lo que indica que la MMC disminuye la
proliferacion celular, siendo un compuesto citostatico, sin embargo cuando aplicamos las
HRCHs el efecto se mantiene sin existir diferencias significativas al exponer a las células a un
post tratamiento.

A. B
2.44 244
2.24 2.2
P
g 2.01 o) 2.0
+++
1.8 +++ 184
1.6- H ﬂ ﬂ 1.6-
c HRCH2 HRCH7 HRCH8 C HRCH2 HRCH7 HRCHS
MMC 1uM -+ -+ -+ -+ MMC 1uM + + + +
3 HRCH @ BIOANTIMUTAGENESIS: POST TRATAMIENTO

3 DESMUTAGENESIS: COTRATAMIENTO

Gréfica 4. Indice de Division Nuclear. Ensayo elaborado bajo las mismas condiciones que el de evaluacion de
Micronucleos. Los datos estadisticos de cada ensayo representan la media y su error estandar de tres
experimentos independientes realizados por duplicado. Se analiz6 mediante ANOVA- post test Dunnet (A.
Genotoxicidad: +++:p<0.0001, ++: p<0.001 +:p<0.01) frente al control negativo. Se analiz6 mediante Bonferroni's
Multiple Comparison Test (A. Desmutagénesis: cotratamiento y B. Bioantimutagénesis: post tratamiento
***:n<0.0001, **: p<0.001 *:p<0.01) frente al control positivo.

Fuente y elaboracién: Autor.
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DISCUSION
Considerando el uso tradicional que se le da a la horchata como bebida y el consumo paulatino
de la misma dentro de nuestra comunidad, se cuestiondé los posibles efectos en los seres
humanos, es por ello que se evalué 3 de los 9 liofilizados usados en estudios anteriores en
donde se describe la capacidad de las HRCHs para causar inhibiciéon del crecimiento celular e
induccién de apoptosis en la linea celular de astrocitoma cerebral (Jaramillo-Velez, 2017).
Ademas, los estudios realizados por Palacio-Arpi, 2016 determinaron actividad antigenotoxica
de acuerdo con el ensayo cometa, ademas de la disminucion de ROS (Palacios-Arpi, 2016).
El posible descubrimiento de nuevas moléculas con capacidad protectora, hoy en dia podria
ayudar a la quimioprevencién evitando la aparicion de enfermedades, llevando una dieta sana y
equilibrada con un consumo adecuado de micronutrientes y antioxidantes (Arencibia et al.,
2009). La quimioprevencidn por fitoquimicos es un instrumento facil de aplicar, con un enfoque
aceptable y accesible para el control del cancer; los fitoquimicos quimiopreventivos pueden
bloguear o revertir la etapa pre maligna (iniciacibn y promocién) de la carcinogénesis en
multiples etapas (Surh, 2003).
En esta investigacion se evalud el indice de division nuclear tras la exposicion de las HRCHs en
células CHO-K1, no se observl que este parametro se encuentre modificado comparando con
el control negativo, afirmando que las horchatas no son citostaticas, es decir, no generan
modificaciones en la proliferacion de este modelo biol6gico. En cuanto a los ensayos de
cotratamiento y post tratamiento en donde se utiliz6 MMC como control positivo, se observa
notoriamente la disminucién de la proliferacién celular con respecto al control negativo, mientras
que al adicionar las HRCHs estas tampoco influyen en el efecto de la MMC; a diferencia de
estudios con carotenoides en donde se redujo el dafio del ADN inducido por un agente
mutageno, pero el indice de division celular también disminuy6 (Bhagavathy & Sumathi, 2012).
Mediante el andlisis de micronlcleos los resultados de este proyecto determinaron que las
horchatas probadas a 1000ug/ml durante 24 horas, no eran capaces de interactuar con el ADN
y propiciar un dafio genotéxico en el modelo biol6gico en estudio. Ademas, los liofilizados
presentan propiedad antigenotdxica esta capacidad podria relacionarse con el alto contenido de
plantas presentes en cada uno como: Equisetum bogotense Kunth, Iresine herbstii Hook,
Plantago major L., Mellisa officinalis, Cymbopogon citratus Stapf, entre otras, las cuales poseen
propiedades antimutagénicas y anticlastogénicas (Charehsaz, Sipahi, Giri, & Aydin, 2017).
Debido a que existen mecanismos de desmutagénesis o bioantimutagénesis se propuso dos

modelos de estudio: cotratamiento y post tratamiento; para diferenciar el mecanismo de
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proteccion, en el ensayo de desmutdgenos (cotratamiento) resultdé que todos los liofilizados
presentaron un efecto inhibidor de genotoxicidad al colocarlo en conjunto con MMC. Las
HRCHs fueron capaces de proteger el modelo celular significativamente (p-value, 0.0001) frente
al control negativo, determinando que actian como agentes bloqueadores con capacidad
desmutagénica, reduciendo la frecuencia de mutaciones antes de llegar a la célula (Kuroda,
Shankel, & Waters, 2012). La antigenotoxicidad en este caso, como en otros estudios, podria
estar principalmente mediada por la competencia del mutdgeno con el agente antigenotoxico
(Elibio et al., 2017), ya sea que comience la interaccién en el medio extracelular y proceder
después de su encuentro en el medio intracelular, resultando en una menor biodisponibilidad
del agente mutageno (Oliviera et al., 2007). Bioguimicamente la inhibicién de los compuestos
mutagenos se puede dar mediante restriccion de ciertas enzimas por modulacién de estas, en
fase | y Il (Mazzaron, Shimabukuro, Prates, Medeiros, & De Syllos, 2007) o impidiendo la unién
mutagénica al ADN y eliminando ROS, (Nikoli¢, Miti¢-¢ulafi¢, Vukovic, & Knezevi¢, 2012).

En cuanto al ensayo post tratamiento propuesto, consiste en observar si las horchatas son
capaces de reparar el ADN o activar vias de muerte celular tras tener un dafio genotéxico; los
resultados obtenidos en el modelo post tratamiento resultaron que la HRCH7 también podria
actuar mediante este mecanismo, mientras que HRCH2 y HRCH8 lo hacian en menor
proporcion. Deduciendo que se produce este efecto por el mecanismo de bioantimutagénesis
actuando sobre mecanismos fisiolégicos de proteccion del ADN, revertiendo los efectos
mutagenos e impidiendo mutaciones de novo (Mazzaron et al., 2007). Existen varios ejemplos
de compuestos naturales obtenidas a partir de especies vegetales (Origanum compactum,
Artemisia herba alba, Cinnamomum camphora y Salvia officinalis), que actian mediante el
incremento de la efectividad de los mecanismos de reparacion del ADN (Fuentes et al., 2017),
potenciando la compensacion de apareamientos erréneos, la fidelidad de la ADN polimerasa en
la replicacion o en la reparacion por sintesis y el aumento de la reversion del dafio, son formas
de accidon propuestas para extractos de plantas con actividad antioxidante (Nichols & Katiyar,
2010). Debido a que la actividad de MMC esta asociada con su capacidad para alquilar el ADN
y producir radicales libres reactivos (Lemes et al., 2017) se podria sefialar que el mecanismo de
accion de las HRCHs ocurre mediante la reduccion de la alquilacion por la acciéon antioxidante
ejercida por las especies vegetales. Ademas, existen otras vias de reparacion del ADN, como
BER y la reparacion de recombinacion que desempefian un papel importante en este tipo de

estudios con actividad protectora (Vernhes et al., 2016).
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Por la presencia de gran variedad de plantas en las mezclas de las diferentes HRCHSs, es dificil
poder sefialar con certeza qué compuestos o si el conjunto de ellos serian los responsables de
esta actividad, asi como menciona Lemes et al., 2017, que los efectos antigenotoxicos serian el
resultado de un sinergismo de todas las moléculas o solo reflejarian las principales moléculas
presentes en niveles altos (Lemes et al., 2017). Los liofilizados se diferencian en especies y en
la proporcién de cada planta, de acuerdo con el Anexo 1, las especies presentes en las tres
HRCHs son: Equisetum bogotense Kunth, que segun estudios tiene un efecto citoprotector o
hepatoprotector contra el estrés quimico y oxidativo (Shah et al., 2011); Iresine herbstii Hook,
cuya estructura morfologica utilizada como anticancerigena y cicatrizacion de heridas son sus
hojas, que contiene compuestos fendlicos con actividad antiinflamatoria, antimicrobiana,
antiviral y anticancerigena (Chaudhuri & Sevanan, 2012; Nweze, Nwachukwu, & Adieme, 2016);
Plantago major L., contiene baicaleina que induce la muerte de células de carcinoma de coldn,
ademas posee hispidulina y plantaginina con actividad antioxidante (Ozaslan et al., 2007;
Samuelsen, 2000). Entre las plantas presentes en HRCH 2 y HRCH 8 tenemos a Mellisa
officinalis, de la cual ha sido aislado &cido rosmarinico, capaz de disminuir la frecuencia de
micronucleos y del dafio del ADN inducido por doxorrubicina; ademas, por la cantidad de
compuestos fendlicos presentes en los extractos de esta planta se verificd una posible relacion
con la actividad antioxidante, sin embargo, Cassettari et al., 2011 determind que era ineficaz en
extracto acuoso obtenido a partir de la infusion (Cassettari et al., 2011). Dentro de las especies
con actividad protectora presentes en HRCH 7 y HRCH8 se encuentra Cymbopogon
citratus Stapf, que contiene varios fitoconstituyentes como flavonoides y compuestos fendlicos,
terpenoides y aceites esenciales, responsables de las diferentes actividades bioldgicas, una de
ellas es ser antimutagénico (Shah et al., 2011), incluso Vinitketkumnuen, et al., 1994 sefala que
podria utilizarse como quimiopreventivo debido a lo observado en sus ensayos en donde inhibe
mutagenicidad de Mitomicina C y disminuye la frecuencia de aberraciones cromosémicas en los
cultivos de células CHO-K1 tratadas previamente (Capiro, Sanchez-Lamar, Fonseca, Baluja, &
Borges, 2001). Fuentes et al., 2017 proponen que la via de accién protectora de C.
citratus Stapf es bioantimutagénica (Fuentes et al., 2017), interviniendo en la alquilacion del
ADN por la via de reparacion de la escision de base y ademdas, no presentan efectos
genotéxicos en las células (Vernhes et al., 2016). Solo en la mezcla de la HRCH7 se
encuentran estas especies de plantas que podrian aumentar esta capacidad protectora, entre
ellas tenemos a la especie Dianthus caryophyllus L., cuya actividad antioxidante se debe al

compuesto eugenol, reportada en diferentes estudios (El-Ghorab, Mahgoub, & Bekheta, 2006;
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Oktay, Gulgin, & Kifrevioglu, 2003); en la especie Malva parviflora L., ha sido probada su
capacidad antioxidante mediante reduccién de efecto del H,O, transformandolo en agua, lo que
puede atribuirse a sus compuestos fendlicos, que donan un electron a H,O, (Farhan et al.,
2012).

Determinado por estudios previos mediante tamizaje fitoquimico, los metabolitos secundarios
presentes en la HRCH2 fueron terpenoides, flavonoides, saponinas y quinonas, mientras que en
la HRCH7 y HRCHS8 estan presentes alcaloides, terpenoides, flavonoides y saponinas, pero
adicionalmente la HRCH8 también contiene taninos. Entre los productos naturales de las
plantas que presentan efecto antimutagénico segun la bibliografia, se describe los compuestos
terpenoides (carotenoides) (Elibio et al., 2017), alcaloides, compuestos fendlicos (flavonoides)
(Arencibia et al., 2009), vitaminas y minerales (Gongalves, Lemos, Niero, Andrade, & Maistro,
2012). En cuanto a mecanismos de reparacion, Elibio et al., 2017 sefialan que después de
aplicar el agente alquilante, los carotenoides influenciaron en la cinética de reparacion del ADN
(Elibio et al., 2017) por lo que se podria creer que los carotenoides estén involucrados en esta
respuesta antimutageénica; de la misma manera la presencia de isoflavonas permiten reducir el
dafio del ADN (disminuyendo el contenido de nitrato, nitrito y nitrotirosina), posiblemente a
través de estrés oxidativo asociandolo con su actividad aumentada de enzimas antioxidantes
(Furtado, Pinheiro, Pereira, Gomes, & Ferreira, 2014). Asimismo, los compuestos fendlicos
promueven la proteccion de componentes celulares contra el dafio inducido por radicales libres,
mediante sus efectos de barrido (Bacanli, Basaran, & Basaran, 2015), e incluso algunos
polifendles como teaflavina y tearubiginas inhiben la activacion de carcind6genos indirectos
extracelularmente (Charehsaz et al., 2017).

Finalmente, los resultados de esta investigacion corroboran el estudio llevado a cabo por
Jaramillo-Velez, 2017 en donde este tipo de hallazgos pueden generar nuevos tratamientos en
el cancer debido a que estas sustancias protegen las células normales del dafio causado en el
ADN (medido por test de Micronulcleos y Ensayo Cometa) y son especificos para lineas
celulares tumorales (Jaramillo-Velez, 2017; Palacios-Arpi, 2016). Sin embargo, por la presencia
de diferentes compuestos seria necesario continuar con una investigacion enfocada en aislar
los compuestos especificos, responsables de la capacidad desmutagena o bioantimutdgena o

si se trata de un sinergismo entre ellos lo que le da la capacidad antigenotéxica potenciada.
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CONCLUSIONES

Las horchatas de este estudio fueron HRCH2, HRCH7 y HRCH8 que a dosis de 1000ug/ml
todas presentaron un efecto protector y desmutagenas, mientras que como bioantimutagena la
HRCH?7 fue la més eficaz que HRCH2 y HRCH8 en menor proporcion.

La capacidad antigenotéxica no esta asociada a la modulacion de la proliferacion celular, dado

a que ninguna de las horchatas probadas genera un efecto citostético.
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Anexo 1. Plantas utilizadas en la mezcla de los liofilizados investigados, propuestos segun su estructura morfolégica, lugar de recoleccién, proporcién, y

propiedades medicinales.

Familia

Amaranthaceae

Verbenaceae

Boraginaceae

Poaceae

Cariophyllaceae

Equisetaceae

Apiaceae

Especie

Amaranthus
hybridus L.
Aloysia triphylla
(L'Her.) Britton

Borago officinalis L.

Cymbopogon
citratus Stapf

Dianthus
caryophyllus L.
Equisetum

bogotense Kunth

Foeniculum vulgare
Mill.

Estructura

morfolégica

Inflorescencia

Ramas

Hojas

Hojas

Planta

Tallo y hojas

Hojas

Nombre

comun

Ataco

Cedrén

Borraja

Hierba Luisa

Clavel

Cola de

caballo

Hinojo

Mercado

Mayorista | Comercial

7.3

0.3

1.2

6.4
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Centro Feria
Libre
Gran
Colombia
HRCH
2 8
53 11.1
5.7 1.4
5.9
9.9
5.9 0.9
4.4

Propiedades

medicinales

Anti-inflamatorio, diurético, emenagogo, ténico,

vulnerario

Analgésico, antidiarreico, antigripal, anti-
inflamatorio,
antitusivo, emenagogo, febrifugo
Analgésico, cardioténico, digestivo, diurético,
hipertensiva,
sedante, dolor de estémago
Analgésico, anti-inflamatorio, cardioténico,
restaurativa, sedante
Anti-inflamatorio, antiséptico,
diurético,febrifugo,
hepatica, hipotensor
Analgésico, carminativo, digestivo, diurético,
hepatico,

dolor de estémago, tonico



Onagraceae

Amaranthaceae

Malvaceae

Linaceae

Malvaceae

Asteraceae

Brassicaceae

Fuchsia

magellanica Lam.

Fuchsia hypoleuca
Hort.

Iresine herbstii
Hook.

Lavatera arborea L.

Linum
usitatissimum L.

Malva parviflora L.

Matricaria recutita
L.

Matthiola incana
(L) R. Br.

Melissa officinalis L.

Mentha spicata L.

Flor

Flor

Hojas

Corteza 'y
hojas

Semilla

Corteza,

hojas,

flor y ramas

Planta

Flor

Hojas

Hojas

Pena pena
blanca
morada
simple
Pena pena
blanca
rosada

Escancel

Malva blanca
grande

Linaza

Malva coche

rosada

Manzanilla

Alheli

Toronjil

Menta,

1.2

1.9

11.3

7.3

16.6

3.5

42

1.7

4.4

11.2

125

3.3

12.2

23.1

9.1

0.8

0.8

0.6

Diurético

sedante

Diurético

Analgésico, antigripal, antiinflamatorio,
diurético,
hepatica, tonico

Anti-inflamatorio, cancer

Diurético,
anti-inflamatorio
Heridas,

anti-inflamatorio

Analgésico, antidiarreico, anti-inflamatorio,
carminativo,
digestivo, sedante, dolor de estémago
Diurético, espectorante,
estomacal, estimulante
Analgésico, antiinflamatorio, antiespasmadico,
cardioténico, digestivo, sedante

Analgésico, anti-inflamatorio, antigripal,



Lamiaceae

Onagraceae

Proteaceae

Plantaginaceae

Geraniaceae

Piperaceae

Mentha x piperita L.

Ocimum basilicum
L.

Oenothera rosea
L'Her. ex Aiton.
Oreocallis
grandiflora (Lam.)
R.Br.

Plantago major L.

Pelargonium
odoratissimum L.
Pelargonium
graveolens L'Hér.
ex Aiton.
Peperomia

inaequalifolia Ruiz

Hojas y tallo

Hojas, flor,

semilla

Tallo, flor y

hojas

Inflorescencia

Planta

Ramas

Hojas

Hojas, flory

tallo

hierba buena

(pubescente)

Menta,
menta negra
(casa)
Albahaca

blanca

Shullo

Cucharillo

Llantén

Esencia de
rosa
Malva
olorosa
(grande)
Congona

grande

2.6

3.2

9.3

4.1

7.1

7.7
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antidiarreico,
antitusivo, carminativo, digestivo, febrifugo,
tonico
Analgésico, antidiarreico, antigripal ,, anti-
inflamatoria,
antitusivo, carminativo, digestivo, ténico
6.3 Analgésico, antidiarreico, antitusivo,
carminativo,
hepatica, digestivo, diurético, sedante, dolor de
estémago,
tonico

Anti-inflamatorio, digestivo, diurético, hepético

2.3 Anti-inflamatorio, digestivo, diurético, hepéatico,

agente hipoglicemiante, vulnerario

12.2 6.7 Anti-inflamatorio, diurético, hepética, dolor de
estdbmago
Analgésico, antiinflamatorio, carminativo,
tonico
5.7 16.3 Analgésico, antiinflamatorio, antidiarreico,

carminativo, diurético

Analgésico, cardiotdnico, diurético, hepatico,

sedante



& Pav.

Rosaceae Rosa canina L.
Adoxaceae Sambucus nigra L.
Solanaceae Solanum

americanum Mill.
Tiliaceae Triumfetta

althaeoides Lam.

Flor

Flor, hojas y
tallo

Ramas

Flor, hojas y

tallo

Rosa simple 0.5
rosada
blanca
Tilo

Mortifio

Cadillo 7.7

9.2

Gripe. fiebre, ténico,

estomacal

0.6 Antitusiva, sedante

Sistema respiratorio

10.5 Analgésico, antiinflamatorio, astringente,

diurético,

febrifugo

Fuente: (Rios et al., 2017), (Bailon, Romero, Tinitana, & Ostrosky, 2015), (Tinitana, 2014), (Carridn, 2012), (Alarcén, 2011), (Tene et al., 2007), (Cerén, 2006).

Elaboracién: Autor
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