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ADN: Acido desoxirribonucleico
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CHO-K1: Linea celular de Ovario de Hamster Chino
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RESUMEN

La horchata es una bebida preparada a partir de plantas medicinales, con actividades
bioldgicas reportadas, de las cuales la que mas nos interesa, es su posible capacidad
quimiopreventiva, ya que Ultimamente las estrategias de prevencion han tomado espacio en
el campo investigativo. Segun estudios previos las horchatas poseen efecto citotoxico sobre
la linea celular de astrocitoma cerebral (D-384) ademas de poseer un efecto antigenotoxico
sobre la linea celular de ovario de hamster chino (CHO-K1). Nuestros objetivos fueron
determinar la capacidad genotdxica y antigenotoxica, de 4 mezclas de horchatas (H1, H2, H7,
H9). Inicialmente evaluamos actividad citotoxica de varias dosis de horchatas mediante el
ensayo de doble tincion FDA / BrEt, obteniendo dosis subtéxicas, propicias para
posteriormente determinar efecto genotéxico y antigenotoxico a través del ensayo cometa.
Nuestros resultados demostraron mediante el parametro longitud de cola que las horchatas
H1, H7 y H9 a una concentraciéon de 1000 pg/mL generan genotoxicidad, sin embargo, H2 no
produce dicho efecto. Por otro lado, poseen efecto antigenotéxico sobre leucocitos humanos,

ya sea como agentes desmutagenos H2, H7 y H9 o como agente bioantimutageno H1.

Palabras clave: Horchata, quimioprevencion, cometa, genotoxicidad, antigenotoxicidad,

desmutageno, bioantimutageno.



ABSTRACT

Horchata is a beverage prepared from medicinal plants, that have several biological properties
reported, of which the one we are interested in, is its possible chemopreventive activity. This,
because lately preventive strategies have taken space in the investigation field. According to
previous studies horchatas possess a citotoxic effect on the astrocytoma cell line (D-384),
besides having an antigenotoxic effect on the Chinese Hamster Ovary cell line (CHO-K1). Our
purposes were determining the genotoxic and antigenotoxic capability of 4 horchatas mixes
(H1, H2, H7, H9). Initially we evaluate the cytotoxic activity of various doses of horchatas by
the double staining assay FDA / EtBr, obtaining subtoxic doses, propitious to later determine
the genotoxic and antigenotoxic effect through the comet assay. Our results showed through
the tail length parameter that horchatas H1, H7 and H9 at a 1000ug/mL concentration
produced genotoxicity, however, H2 does not produce such effect. On the other side, possess
antigenotoxic effect on human leukocytes, as desmutagenic agents H2, H7 and H9, or as a

biomutagenic agent H1.

Key words: Horchata, chemoprevention, comet, genotoxicity, antigenotoxicity, demutagen,

bioantimutagen.



INTRODUCCION

El ADN de organismos vivos es vulnerable a agentes que pueden dafiar su estructura y la vida
moderna expone constantemente a una gran cantidad de componentes quimicos, fisicos y
biol6gicos que pueden interactuar de muchas maneras con el organismo humano dando como
resultado efectos en la de salud asociados a alteraciones en el material genético (Bellini et al.,
2006). Una de las vias mas efectivas para evitar dafios en el ADN vy las posibles enfermedades
relacionadas, seria el uso de sustancias bioactivas, que posean actividad antigenotoxica y
antimutagénica, por esta razén una gran cantidad de estudios se han centrado en la bisqueda de
dichas sustancias procedentes de plantas que tienen la capacidad de revertir procesos
carcinogénicos (Hoshina & Marin-Morales, 2014; Loraine & José Alberto, 2010; Murillo & Mehta,
2012; Saz-Peir6 & Tejero, 2016; Vanini, Barbieri, Heck, & Schwartz, 2011). Se han descubierto
cientos de compuestos protectores denominados “quimio-protectores”, los mismos que pueden
reducir el riesgo de enfermedades crénicas incluyendo el cancer (Giannuzzi y Larramendy, 2013).
Alrededor del mundo, el uso plantas con propiedades farmacoldgicas se ha vuelto uno de los
recursos médicos mas importantes en nuestra sociedad, a esta practica la conocemos como
medicina tradicional, indigena o popular. Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) la
medicina tradicional es un cumulo de conocimientos, habilidades y creencias, aplicadas en la
prevencion, diagndstico, o tratamiento de enfermedades (World Health Organization, 2012).
Se conoce que el uso de plantas medicinales es comudn en los paises latinoamericanos con grupos
indigenas, como Per0, Bolivia y Ecuador (Ruiz-Pérez et al., 2014). Como es el caso de la horchata,
una bebida popular y tradicional de Ecuador, concretamente de su region sur, preparada con 16 a
32 plantas medicinales, con varios efectos terapéuticos para distintos problemas de salud como
reumatismo, nervios, afecciones al corazon, hipertension, coélicos, fiebre, gripe, dolor de garganta,
cabeza y estdmago, gastritis, diarrea, propiedades anti estrés, ténico cerebral, hidratante,
energizante, antiinflamatorio, analgésico y diurético (Rios, Tinitana, Jarrin, Donoso, y Romero,
2017). Las plantas de la horchata son expendidas como manojos en todos los mercados de la ciudad
y se prepara como una infusion que es ingerida fria o caliente con otros adicionales como limén y
azucar (Rios et al., 2017).
Estudios previos realizados por nuestro grupo de investigacion, a partir de liofilizados de nueve
distintas mezclas de horchatas obtenidas en los mercados de la ciudad de Loja, fueron aplicados
sobre la linea celular tumoral de astrocitoma cerebral (D-384) demostrando que cinco de ellas
poseen un efecto citotdxico al inhibir el crecimiento celular (Bailon-Moscoso et al., 2017), a la par se
probaron sobre la linea celular de Ovario de Hamster Chino (CHO-K1) donde se observo por medio
del ensayo cometa alcalino que la composicion de las horchatas puede incrementar tanto el dafio
en el ADN evaluado por la longitud de cola, como las especies reactivas de oxigeno determinadas
por fluorometria, sin embargo, al mezclar las horchatas con un inductor de dafio genotéxico y de
3



ERO como es perdxido de hidrégeno, las horchatas disminuyen la genotoxicidad como la induccién
de ERO, con lo que se puede concluir un efecto antigenotéxico y antioxidativo (Palacio-Arpi y Bailon-
Moscoso, 2016), posteriormente fueron aplicadas sobre el mismo modelo biolégico CHO-K1,
determinando la capacidad antigenotéxica de las horchatas 2, 7 y 8 por medio del ensayo de
micronucleos con tincion DAPI (Bailon-Moscoso et al., 2017).

En base a lo mencionado, en la presente investigacion a partir de los ensayos, viabilidad por FDA-
Bromuro de etidio y cometa alcalino, determinamos si esta bebida de consumo masivo tiene la
capacidad de actuar sobre leucocitos humanos demostrando un efecto genotoxico y/o
antigenotéxico. Aplicamos diversos tratamientos a partir de cuatro liofilizados de las horchatas
efectivas en experimentos previos. Para determinar antigenotoxicidad y establecer o diferenciar los
mecanismos involucrados en el efecto antigenotoxico se realiz6 dos modelos de ensayo,
determinando desmutagénesis por medio de co-tratamiento y bioantimutagénesis por pre-

tratamiento.



CAPITULO I. MARCO TEORICO



1.1 Medicinatradicional

Es conocido en todo el mundo, que la aplicacion de plantas con propiedades curativas se ha
vuelto una alternativa médica muy relevante, hoy en dia muchos paises en desarrollo usan la
medicina tradicional debido al bajo costo y acceso limitado a los tratamientos farmacéuticos
(Mufioz y Cuca, 2016). Al hablar de medicina tradicional se hace referencia a los
conocimientos y habilidades basadas en creencias que pasan de generacion en generacion,
con el propésito de ser aplicadas en la prevencion, diagnostico y tratamiento de
enfermedades, utilizando partes de la planta como hojas, tallos, flores, frutos y semillas

(Scovassi y Guaman, 2013).

América del Sur es una zona de gran diversidad biolégica, la medicina herbolaria es practicada
por grupos étnicos y aplicada por un porcentaje representativo de la sociedad en general
(Scovassi y Guaman, 2013). Ecuador destaca, por ser considerado un pais megadiverso, con
mas de 20.000 especies botanicas, donde el 30% son Utiles, y de estas el 60% medicinales
(Tinitana, 2014), los conocimientos de medicina tradicional han sido directa o indirectamente
los responsables del descubrimiento de nuevos principios activos frente a distintas dolencias

(Mufioz y Cuca, 2016), haciendo el campo de la etnomedicina importante en nuestro medio.

1.1.1 Plantas medicinales

Las plantas como materia prima han sido usadas en medicina tradicional durante siglos (Lenzi,
Malaguti, Cocchi, Hrelia, y Hrelia, 2017) , sin embargo en las Ultimas décadas, ha
incrementado el interés por sustancias protectoras de origen botanico, que contienen
antioxidantes naturales, debido a que son catalogadas como antagonistas de una variedad de
enfermedades crénicas como, diabetes, hiperlipidemia, amnesia e incluso cancer (Asadi-

Samani, Bahmani, y Rafieian-Kopaei, 2014).
1.1.2 Horchata

Historicamente la horchata fue una bebida a base del tubérculo de "chufa" (Cyperus
esculentus L.) que se bebi6 en los primeros tiempos de Egipto y mas tarde con la conquista
de Egipto por el Imperio Romano, incluyeron esta bebida en su cultura y la llamaron "orzata",
posteriormente en la conquista del sur de Espafia, comerciantes introdujeron el cultivo de la

planta "chufa" en la region mediterrdnea (Rios, Tinitana, Jarrin, Donoso, y Romero, 2017).

En Ecuador, horchata es una infusion de hierbas que consta de entre 16 a 32 plantas, la cual
ha existido en el sur andino del Ecuador desde la colonia espafiola, y ha sido tradicionalmente
preparada con plantas medicinales de la produccién local (Rios et al., 2017). La horchata es

una bebida cultural en la provincia de Loja, diariamente ingerida por sus habitantes con otros
6



adicionales como azucar y limon. Se conoce que las diferentes plantas que conforman la
horchata poseen efectos terapéuticos entre los cuales destacan, antiinflamatorio, analgésico,
diurético, tonico cerebral (Rios et al., 2017). Ademas de efectos bioldgicos in vitro (Bailon-
Moscoso et al., 2017) (Dzamic et al., 2014)

1.2 Cancer

El cancer es un proceso complejo que consta de al menos tres pasos: iniciacion, la cual es
una fase irreversible donde se produce un dafio en el ADN causado por la exposicion de las
células sanas a agentes carcindgenos, subsecuentemente la promocién, un proceso
reversible caracterizado por la expansién clonal de las células iniciadas que van mas alla de
los mecanismos normales de proliferacién celular y la regulacion de la supervivencia y por
altimo la progresion, un paso irreversible donde las modificaciones genéticas aumentan su

capacidad proliferativa, invasiva y metastasica (Lenzi et al., 2017).

Los procesos relacionados en el desarrollo del cancer son dependientes de los oncogenes y
los genes de supresion tumoral, los mismos que al dejar de cumplir su funcién ocasionan
inestabilidad gendémica, modificaciones en eventos epigenéticos y como resultado una
inapropiada expresion genética, neovascularizacion, proliferacion celular y evasion de la
apoptosis (Romer, Venegas, y Pérez, 2014). El cancer se encuentra entre las principales
causas de mortalidad entre poblacién humana de todas las edades, se ha proyectado que la
tasa de mortalidad por cancer se extendera a cerca de 30.1 millones para el afio 2030 (Halabi
y Sheikh, 2014).

1.2.1 Causas

En general, no es posible saber con exactitud por qué una persona padece cancer y otra no,
pero las investigaciones han indicado que ciertos factores de riesgo pueden aumentar las
posibilidades. Segun el Instituto Nacional de Cancer de EE.UU, los factores que incrementan
la probabilidad de desarrollar cancer son microorganismos como virus y bacterias, hormonas,
inflamacién crénica, inmunosupresion, obesidad, radiacion, tabaco, ingesta excesiva de
alcohol, desequilibrio dietético, especialmente la falta de alimentos que contienen
antioxidantes es una de las principales influencias en el riesgo de cancer (NIH, 2015). Para
reducir el riesgo se podria evitar o disminuir la exposicion a los carcinégenos ya identificados

ademas de modificaciones relevantes en el estilo de vida.



1.3 Quimioprevencién

Ademas de las distintas formas terapéuticas tradicionales como: quimioterapia, intervencion
quirurgica y radioterapia; la quimioprevencion ha adquirido gran relevancia en la lucha contra
el cancer (Lenzi et al., 2017). El término quimioprevencion, esta definido como el uso de
agentes naturales, sintéticos o biol6gicos que tiene como fin revertir, suprimir y prevenir las
fases iniciales de la carcinogénesis o la progresion de las células hacia metastasis (Steward
y Brown, 2013).

La quimioprevencion es considerada como una posible alternativa para reducir la incidencia
de cancer y por ende la mortalidad relacionada con esta enfermedad (de Oliveira et al., 2017),
ya que posee la capacidad de evitar las diferentes etapas del proceso de carcinogénesis como
son la iniciacién, promocion y progresion tumoral (Steward y Brown, 2013), para evitar el paso
de iniciacion, los agentes bloqueadores intervienen en la interaccion del carcin6geno con la
diana, mientras que los agentes supresores evitan la promocién del cancer relentizando la
divisién de la célula e induciendo la muerte celular; para que un agente quimiopreventivo sea
exitoso debe ser especifico para células cancerosas y de baja toxicidad en células sanas
(Lenzi et al., 2017).

1.3.1 Quimioprevencion por fitoquimicos

Dada la gran complejidad estructural de los fitoquimicos, no es posible definir la relacion de
estructura actividad para deducir con precisién sus mecanismos moleculares. Po lo que se
podria decir que la capacidad de un fitoquimico quimiopreventivo para prevenir el desarrollo
de tumores es el resultado de la combinacién de un conjunto de efectos intracelulares, en

lugar de una sola respuesta biolégica (Surh, 2003).

Segun Steward y Brown en el afio 2013, mencionan que la quimioprevencion puede implicar
la perturbacion de una variedad de pasos en la iniciacion, promocion y progresion tumoral, de
aqui la clasificacion a los agentes de acuerdo con los efectos que tienen en diferentes etapas
de la carcinogénesis, los cuales son denominados como: agentes bloqueadores y agentes

supresores (Steward y Brown, 2013).
1.4 Mutagénesis

El concepto de mutagenicidad esta definido como la induccion de cambios hereditarios en el
material genético de los seres vivos, que puede dar como resultado cambios fenotipicos. Los
componentes mutagénicos pueden ser de diversos origenes y estar presentes en el ambiente,
lo que constituyen un factor de riesgo que podria finalmente llegar a un proceso neoplasico
(de Oliveira et al., 2017).



1.4.1 Antimutagénesis

La antimutagénesis es el evento que induce a contrarrestar o eliminar los dafios inactivando
los efectos de los agentes mutagénicos (de Oliveira et al., 2017). En el afio 1987, Kada y sus

colaboradores clasificaron a los antimutagenos en dos categorias:

a) Desmutagenos: El término desmutageno se refiere a aquellos agentes que actian en forma
directa con el mutageno, modificAndolo, ya sea en su estructura quimica o bioquimica,
trayendo consigo reacciones de metabolizacién dentro del organismo antes que el mismo
alcance la célula diana, algunos desmutagenos inhiben la accién del sistema enzimatico P450

involucrado en la activacion de mutagenos.

b) Bioantimutadgenos: Estos incrementan la fidelidad en la replicacién, promueven la
reparacion del dafio sobre el ADN y estan involucrados en la estimulacion de la reparacion
libre de errores y en la inhibicion del sistema de reparaciébn con error. Son agentes
biol6gicamente activos que interfieren con las funciones celulares que determinan los
procesos de mutagénesis o reparacion del ADN, esto conlleva a una disminucién de la

frecuencia de las mutaciones tanto inducidas como espontaneas.
1.5 Genotoxicidad

El concepto de genotoxicidad se define como el efecto que causa modificaciones a nivel de
material genético, estudia los factores o agentes que causan estos dafios, los cuales pueden
producir mutaciones puntuales, inserciones, deleciones, reordenamientos y cambios en el
namero de cromosomas, en células somaticas o germinales (Phillips y Arlt, 2009). Un
compuesto es considerado genotdxico si tiene afinidad para interaccionar con el ADN e inducir
dafio genético a concentraciones que no son téxicas o que estan asociadas a un bajo grado
de toxicidad (Martinez-Gonzalez, 2005). Efectos genotoxicos pueden traducirse a mutaciones

y aberraciones cromosémicas.

Las lesiones en el material genético pueden aumentar el riesgo de padecer cancer, problemas

reproductivos y otras afecciones (Castro, Ramirez, y Cuenca, 2004).

1.5.1 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 reduccion de
la frecuencia de mutaciones de resistencia a fagos en una poblacién bacteriana. Por lo tanto
antigenotoxicidad es un evento que conduce a eliminar o disminuir el dafio en material

genético, como el ADN y componentes celulares relacionados con la funcionalidad de la célula
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como el huso mit6tico, proteinas de reparacion, de condensacion y descondensacion (Pillco
y Rodrigo, 2005).

1.6 Ensayo cometa alcalino

El ensayo cometa alcalino es elaborado posteriormente a la evaluacion de viabilidad celular,
donde se determinan dosis subtoxicas con la cuales se procede a la medicion de

genotoxicidad.

Viabilidad celular por FDA/ Bromuro de Etidio

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 proliferacién celular y

supervivencia (Palacio-Arpi y Bailébn-Moscoso, 2016).

El ensayo consiste en realizar una doble tincion con FDA / Bromuro de Etidio, donde las
células vivas fluorescen en verde debido a que el diacetato de fluoresceina, no fluorescente,
penetra por difusiéon facilitada y las esterasas lo metabolizan y la forma esterificada es
fluorescente, dando la coloracién a las células vivas, mientras que en las células muertas el
bromuro de etidio entra por difusion simple y se intercala en el ADN y emite una fluorescencia
en color rojo bajo un microscopio de fluorescencia (Bernabeu, Triana, Casanova, y Pifieiro,
2002).

El ensayo de electroforesis en gel de células individuales conocido como cometa alcalino, es
una prueba de genotoxicidad altamente sensible y muy bien establecida que se ha aplicado
para detectar un amplio espectro de dafio en el material genético. En la version alcalina de
esta prueba, la cadena de ADN se rompe y se detectan sitios labiles, donde la extension de
las migraciones del ADN fragmentado es directamente proporcional a la cantidad de dafio en

el material genético de la célula (Barcelos, Shimabukuro, Maciel, y C6lus, 2007).

El ensayo cometa alcalino permite la adaptacion de otros procedimientos, como ensayos de
reparacion, los mismos que se realizan luego de exponer el modelo biolégico a la accion de
un agente con espectro lesional conocido. Los ensayos se pueden elaborar con intervalos de
tiempo para monitorear la cinética de incision y remocion de fragmentos, por lo tanto la
reparacion se determina a partir de las mediciones de la migracién del ADN en funcién del

tiempo (Cossio, Gonzalez, Garcia, y Prieto, 2004).
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1.6.1 Ciclosporina A

En 1976 el bioquimico belga Jean Borel, perteneciente a la compafia farmacéutica Sandoz
buscando un nuevo antifangico encontré6 un hongo conocido como Tolypocladium inflatum,
descubrid su accion inmunosupresora revolucionando asi la clinica de los trasplantes de
organos. Mas tarde en 1983 fue aprobada e introducida en los protocolos de inmunosupresion

a nivel mundial (Pérez De Hornedo, De Arriba, Calvino, Benito, y Parra Cid, 2007).

Sin embargo los farmacos inmunosupresores efectian cambios sobre el sistema inmune
disminuyendo la inmunocompetencia, asociandolo con un aumento en la inidencia de cancer,
independientemente de las condiciones genéticas, los farmacos inmunosupresores favorecen
el desarrollo de leucemia aguda y linfoma (Campistol y Morales, 2009). La ciclosporina A
(CsA) que es un compuesto de naturaleza peptidica, con estructura ciclica se une con alta
afinidad a una familia de proteinas citoplasmaticas presentes en la mayoria de las células,
conocida como ciclofilinas. EI complejo droga receptor consistente en la molécula de CsAy la
ciclofilina, se une especifica y competitivamente a la calcineurina y la inhibe, impidiendo la
translocacion de un factor de transcripcion, el NF-AT (Figura 1), es decir inhibe la activacion

de los linfocitos T y la respuesta inmune mediada por los mismos (Bernabeu et al., 2002).

La CsA provoca efectos colaterales indeseables sobre todo en el higado y el rifién, a través
de un incremento de la produccién de especies reactivas de oxigeno, pérdida de grupos tiol
de las proteinas, y descenso de la capacidad antioxidante, lo cual trae como consecuencia
alteraciones estructurales y funcionales de las células (Bernabeu et al.,, 2002), efectos
atribuidos a la droga madre como a los metabolitos resultantes de su biotransformacién por el
sistema de citocromo P450 (Araujo, Posleman, y Rodriguez, 2007). Aunque existe evidencia
limitada de la genotoxicidad de CsA, se han reportado mutaciones en linfocitos humanos in
vitro y la incidencia de aberraciones cromosémicas en linfocitos de rifiones de pacientes

transplantados (Silva-Alvarado, 2005).
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Figura 1. Mecanismo de accion de Ciclosporina A. La
ciclosporina genera su efecto de acciéon inmunosupresora,
con la unién a un receptor de la inmunofilina intracelular:
ciclofilina(CpN), después, como parte de un complejo
ciclosporina-ciclofilina que inhibe la actividad fosfatasa de la
calcineurina (CaN) que favorece la migracion del NF-AT
(factor nuclear de las células T activadas) del citoplasma al
nacleo, lugar donde activaria la trascripcion del gen de
la interleucina-2. Y asi la CsA actuaria bloqueando la fase Go

a G1 del ciclo celular.

Fuente y elaboracioén: (Trimachi, 2014)
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CAPITULO II. FIN DEL PROYECTO
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2.1 Objetivo General

Evaluar el efecto quimiopreventivo de liofilizados de horchatas expendidas en la ciudad de
Loja sobre leucocitos humanos.

2.2 Objetivos Especificos

e Evaluar la actividad citotoxica de un grupo de 4 horchatas (H1, H2, H7, H9) mediante el
ensayo de doble tincion FDA / BrEt.

e Evaluar la capacidad genotoxica de las 4 mezclas de horchatas.

e Evaluar la capacidad antigenotoxica de las 4 mezclas de horchatas, determinando si
actlan como agente desmutageno o bioantimutageno sobre células leucocitarias

humanas mediante ensayo cometa alcalino.
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CAPITULO lIl. METODOLOGIA
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3.1 Obtencidon y preparacion de los liofilizados de horchata

Las plantas que se usaron para la preparacion de los liofilizados de horchata fueron obtenidas
en los distintos mercados de la ciudad de Loja y donadas por la Ph.D. Fani Tinitana, docente

investigadora de la Seccién Departamental de Sistematica y Diversidad.

El proceso de liofilizacion lo llevo a cabo el Ph.D. Juan Carlos Romero, del Departamento de
Quimica y Ciencias Exactas de la UTPL. Inicialmente se clasifico y peso las plantas que
componen cada mezcla de horchata (Anexol), posteriormente se realiz6 una infusién con un
litro de agua para cada una, se llevé a ebullicién por 10 minutos, se filtré y dispensé dentro de
la cabina de flujo laminar en frascos Boeco de 500 mL, se dejé enfriar para luego ser
congelados a — 80°C con una inclinacion de 45°, la liofilizacion se realiz6 en el equipo
LABCONCO modelo 7754047, en un periédo de 48 horas, para mas tarde trasvasar a frascos

Boeco de 100 mL. Se determiné el rendimiento y luego se almaceno a 5°C hasta su uso.

Los liofilizados de horchatas fueron diluidos en medio RPMI 1640 (GIBCO) a una

concentracion de 1000 pg/mL y almacenados a 5°C.

3.2 Modelo bioldgico y cultivo celular

Se tom6 como modelo biolégico leucocitos humanos, de varones de entre 18 a 30 afios de
edad, aparentemente sanos, que no se encontraban bajo régimen de medicamentos.

Los leucocitos fueron cultivados en medio base RPMI — 1640, suplementado con suero fetal
bovino (SFB), al 10%(GIBCO), L-Glutamina 2 mM (GIBCO), y antibi6tico-antimicotico
(penicilina G 100 U/mL, estreptomicina 100 pg/mL y anfotericina B 25 pg/mL) al 1% (GIBCO),

incubadas a 37° C con 5 % de CO; y atmdsfera hUmeda.
3.3 Ensayo cometa alcalino

Previo a iniciar el protocolo del ensayo se prepararon las placas desengrasadas, donde
colocamos 130 pL de agarosa de normal punto de fusion (NMP) al 1% (Invitrogen), se extendid
por toda la superficie y fueron almacenadas a temperatura ambiente, libre de polvo hasta su

uso.

La siembra se realiz6 en cabina de flujo laminar, donde:

Control negativo = control -: medio RPMI — 1640

Control positivo = CsA: ciclosporina a 10 pg/mL en medio RPMI
Horchatas= H: horchatas a 1000 pg/mL en medio RPMI y células

Los ensayos realizados se desarrollaron de acuerdo al esquema de la Figura 2
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GENOTOXICIDAD ANTIGENOTOXICIDAD

H por 24 hrs DESMUTAGENESIS
(Co-tratamiento)
] H+CsA

H conjuntamente con CsA por
24 hrs

BIOANTIMUTAGENESIS
(Pre-tratamiento)
] H—CsA

H por 3 hrs y posterior a un
lavado con PBS CsA por 21 hrs

Figura 2. Metodologia utilizada en el ensayo cometa alcalino, para la determinacion de
genotoxicidad y antigenotoxicidad, horchatas H1, H2, H7, H9 a una concentracion de 1000

pg/mL, CsA a una concentracion de 10 pg/mL.

Fuente y elaboracién: Autor

Para el proceso de cosecha centrifugamos los tubos por 2 min a 10000 rpm, eliminamos el
sobrenadante y resuspendimos el pellet con 1 mL de medio suplementado, centrifugamos
nuevamente a las mismas condiciones, eliminamos el sobrenadante, transfiriendo 20 pl de
pellet celular hacia otro microtubo para posteriormente realizar el ensayo de viabilidad por
doble tinciébn con FDA/BrEt, el pellet restante fue utilizado para el ensayo cometa alcalino,
donde se adicion6 150 pL de agarosa (LMP), de esta mezcla células — agarosa se tomé 75
bL y se la colocé en los portaobjetos preparados anteriormente, se colocé cubreobjetos y
refrigeramos, pasados 10 minutos se retiraron los cubreobjetos, para agregar una nueva
capa de agararosa (LMP) 130 pL, nuevamente se colocé los cubreobjetos para refrigerar por

10 minutos. Posteriormente las placas se colocaron 4 horas en una solucién de lisis del dia:
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10 % de DMSO (SIGMA), 1 % tritén X-100 (SIGMA), 2.5 M NaCl (MERCK), 100 mM EDTA
(INVITROGEN), 10 mM Tris (INVITROGEN), NaOH (MERCK), y pH 10.

Inicialmente, las placas fueron colocadas durante 20 minutos en una cubeta de electroforesis
la cual contenia el buffer de corrida: 300 mM NaOH (MERCK), 1 mM EDTA (INVITROGEN) y
pH >13), con el fin de generar desnaturalizacién del ADN, posteriormente se realizé la
electroforesis en condiciones de 25 V, 300 mA y 20 minutos, terminada la corrida, las placas
fueron colocadas en un buffer de neutralizacion: 9.7 g Tris a pH 7.5, para deshidratarlas fueron

lavadas con metanol y almacenadas.

Se realizé la hidracion de las placas para su lectura con agua desionizada fria, la tincién se
realiz6 con 60 pL de Bromuro de Etidio (1.5 g/ml) extendidos con el cubreobjetos, mediante el
software Comet Assay IV, en el microscopio de fluorescencia (ZEISS-Axioskop 2 plus) se
contaron 100 células por placa. la evaluacién del dafio se hizo midiendo la cantidad de ADN
migrado utilizado diferentes parametros como la medicién de largo de cola e intensidad de
cola del cometa con el cual se calcul6 el indice de dafio genético (IDG) que nos permitid
establecer una escala que va de 0 a 4 dependiendo del dafio genético de cada célula como

se ve en la Figura 3.

Figura 3. Ensayo cometa, niveles de dafio en el

ADN, en base a la migracién de fragmentos por
electroforesis. Captada por la camara en escala de
grises (izquierda) y convertida, al formato digital con

el software Comet Assay IV (derecha).

Fuente y elaboracion: (Rueda y Mitma, 2016)
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3.4 Ensayo de viabilidad por FDA-Bromuro de etidio

Para evaluar la viabilidad de las células se aplicé 20 uL de FDA/BrEt y se homogenizé,
posteriormente pasamos 20 UL de esta mezcla al portaobjetos, para extender colocamos el
cubreobijetos.

Después realizamos el conteo celular en el microscopio de fluorescencia (ZEISS-Axioskop 2
plus) analizando un total de 200 células entre vivas y muertas por cada uno de los tratamientos
y estos por duplicado.

3.5 Anadlisis Estadistico

Para el andlisis estadistico se tomaron los porcentajes de viabilidad de los tres ensayos y se
utilizé la prueba de comparacion mdaltiple ANOVA con post test Dunnet. Los resultados
obtenidos en el ensayo cometa fueron analizados estadisticamente dependiendo del
parametro, el IDG mediante ANOVA con post test Dunnet y longitud de cola con el test no
paramétrico de Kruskal — Wallis con post test de Dunns, calculados por medio del software
estadistico GraphPad Prism® 5.0
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CAPITULO IV. RESULTADOS
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4.1 Ensayo de viabilidad por FDA-BrEt

Segun los resultados obtenidos en el ensayo de doble tincion por FDA-BrEt, determinamos
mediante la prueba de comparacion multiple ANOVA con post test Dunnet que existe
diferencia significativa entre los controles negativo y positivo, donde la viabilidad del control
negativo resulto del 96 % demostrando una adecuada manipulacion de las células y correcto
desarrollo del ensayo, por otro lado, en el control positivo (CsA 10 pg/mL) obtuvimos el 77%
de células vivas.

Segun el andlisis ANOVA, en la Figura 6 A no se observé diferencia significativa entre el
control negativo y los tratamientos de las mezclas de horchatas (H1, H2, H7, H9) a una
concentracion de 1000 pg/mL.

Por otro lado, en los modelos para determinacién de antigenotoxicidad, se evidencié una
disminucion de la viabilidad en co-tratamientos (H + CsA) (Figura 6 B). De igual manera en el
pre tratamiento (H—CsA), observamos en la Figura 6 C viabilidades cercanas al 70%,

similares a la de las células Unicamente expuestas a CsA.

Aunqgue existen porcentajes relevantes de muerte celular en co-tratamiento y pre-tratamiento,
la viabilidad mayor al 70 % indica que las concentraciones son suficientes para calificarlas

como subtdxicas y adecuadas para las pruebas de genotoxicidad.

A. Viabilidad FDA-BrEt Horchatas B. Viabilidad FDA-BrEt Co-tratamiento C. Viabilidad FDA-BrEt Pre-tratamiento
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Figura 6. Viabilidad por FDA-Bromuro de Etidio de leucocitos humanos A expuestos a dosis de 1000
pg/mL de 4 horchatas (H1, H2, H7, H9) a 24 horas, B horchatas a 1000 pg/mL més CsA al10 pg/mL por
24 horas, C horchatas a 1000 pug/mL por 3 horas y posterior la aplicacién de CsA al0 pg/mL por 21
horas, y controles: negativo (medio RPMI suplementado), positivo: (CsA a 10 pg/mL). Los datos
estadisticos de cada ensayo representan la media y su error estandar de tres experimetos
independientes. Se analiz6 mediante ANOVA post test Dunnet (+++: p<0.0001). frente al control

negativo.

Fuente y elaboracion: Autor
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4.2 Determinacion de genotoxicidad mediante el ensayo cometa alcalino

La genotoxicidad de las horchatas se midié con el pardmetro el indice de dafio genético (IDG),
y longitud de cola. En la Figura 7 se observa el IDG generado por las horchatas, bajo el
andlisis estadistico ANOVA con post test Dunnet, donde podemos observar que no existe
diferencia entre las horchatas H1, H2, H7 y H9 con respecto al control negativo, sin embargo,
al analizar la longitud de cola (Figura 8) con analisis Kruskal-Wallis y post-test de Dunns, se

aprecia diferencia significativa del control negativo con las H1, H7 y H9.

IDG Horchatas
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1 1

indice de dafio genético
—
P
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Figura 7. Indice de dafio genético de
leucocitos humanos expuestos a dosis de
1000 pg/mL de 4 horchatas (H1, H2, H7, H9) y
controles: negativo (medio RPMI
suplementado), positivo: (CsA a 10 pg/mL).
Los datos estadisticos de cada ensayo
representan la media y su error estandar de
tres experimetos independientes. Se analizé
mediante  ANOVA post test Dunnet, (++:
p<0.001) frente al control negativo.

Fuente y elaboracién: Autor
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Figura 8. Longitud de cola de leucocitos
humanos expuestos a dosis de 1000 pg/mL
de 4 horchatas (H1, H2, H7, H9) y controles:
negativo (medio RPMI suplementado),
positivo: (CsA a 10 pg/mL). Los datos
estadisticos de cada ensayo representan la
media y su error estandar de tres
experimetos independientes. Se analizé
mediante Kruskal- Wallis- post test Dunns;

(+++: p<0.0001) frente al control negativo.
Fuente y elaboracién: Autor
Evaluacién Antigenotéxica

En busqueda de los mecanismos de accion del compuesto se propusieron 2 modelos

distintos, desmutagénesis y bioantimutagénesis.

4.3 Determinacion de Desmutagénesis (Co-tratamiento) mediante el ensayo cometa

alcalino

Con respecto a la evaluacion de las horchatas como posibles agentes desmutagenos, se
observa en la Figura 9 el IDG generado por la exposicién a las horchatas en combinacion con
CsA, en donde no se observan diferencias entre las células expuestas a CsA y el co-

tratamiento.
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Figura 9. Indice de dafio genético de
leucocitos humanos expuestos a dosis de
1000 pg/mL de 4 horchatas (H1, H2, H7, H9)
mas CsA al0 ug/mL por 24 horas y controles:
negativo (medio RPMI suplementado),
positivo: (CsA a 10 pg/mL). Los datos
estadisticos de cada ensayo representan la
media y su error estandar de tres
experimetos independientes. Se analiz6
mediante ANOVA post test Dunnet (+++:;
p<0.0001, ++: p<0.001) frente al control
negativo y (***: p<0.0001) frente al control

positivo.
Fuente y elaboracién: Autor

Por otro lado, tomando en cuenta la longitud de cola de los cometas con andlisis Kruskal-
Wallis (Figura 10) evidenciamos una reduccién en los co-tratamientos con H2, H7 y H9, los
mismos que son diferentes a CsA, sin embargo, estos valores no llegan a niveles basales ya

que mantienen las diferencias con respecto al control negativo.
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Figura 10. Longitud de cola de leucocitos
humanos expuestos a dosis de 1000 pg/mL
de 4 horchatas (H1, H2, H7, H9) mas CsA
al0 pug/mL por 24 horas y controles: negativo
(medio RPMI suplementado), positivo: (CsA
a 10 pyg/mL). Los datos estadisticos de cada
ensayo representan la media y su error
estandar de tres experimetos
independientes. Se analiz6 mediante
Kruskal- Wallis- post test Dunns (+++:
p<0.0001) frente al control negativo y (***:
p<0.0001, **: p<0.001). frente al control

positivo.
Fuente y elaboracién: Autor

4.4 Determinacion de Bioantimutagénesis (Pre-tratamiento) mediante el ensayo cometa

alcalino

En el pre-tratamiento donde CsA fue colocada posterior a tres horas de incubacion con las
horchatas, se observa (Figura 11) mediante IDG con andlisis estadistico ANOVA, que el
efecto de las horchatas en co-tratamiento es semejante al de CsA; es decir son diferentes a

los valores basales.

25



IDG Pre-tratamiento

++ ++ +++
+ +

[t]
o
J

-
(=]
1

indice de dafio genético
—
P
L

0.5-

60&@ @“’c;} eﬂ‘o} ei"c;} ~z~°‘dy s

Figura 11. indice de dafio genético de
leucocitos humanos expuestos a dosis de
1000 pg/mL de 4 horchatas (H1, H2, H7, H9)
por 3 horas y posterior la aplicacion de CsA
al0 pg/mL por 21 horas, controles: negativo
(medio RPMI suplementado), positivo: (CsA
a 10 pg/mL). Los datos estadisticos de cada
ensayo representan la media y su error
estandar de tres experimetos
independientes. Se analiz6 mediante
ANOVA post test Dunnet (++: p<0.001
+:p<0.01) frente al control negativo y (***:

p<0.0001) frente al control positivo.
Fuente y elaboracién: Autor

Mientras en longitud de cola, con analisis Kruskal-Wallis y post test Dunns se puede evidenciar
una notable disminucién de este parametro con diferencia significativa en el pre tratamiento
H1—CsA con respecto a (CsA), sin embargo, estos valores siguen siendo mayores a los

basales. (Figura 12) .
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Figura 12. Longitud de cola de leucocitos
humanos expuestos a dosis de 1000 pg/mL de
4 horchatas (H1, H2, H7, H9) por 3 horas y
posterior la aplicacion de CsA al0 pg/mL por 21
horas, controles: negativo (medio RPMI
suplementado), positivo: (CsA a 10 pg/mL). Los
datos estadisticos de cada ensayo representan
la media y su error estandar de tres experimetos
independientes. Se analiz6 mediante Kruskal-
Wallis-post test Dunns (+++: p<0.0001) frente al
control negativo y (***: p<0.0001, **: p<0.001)

frente al control positivo.

Fuente y elaboracién: Autor
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Investigaciones recientes acerca de las horchatas demuestran su efecto citostético y citotoxico
en la linea celular de astrocitoma cerebral D-384, y posteriormente sus propiedades
antigenotdxicas y antioxidantes en células inmortalizadas CHO K-1 (Bailon-Moscoso et al.,
2017). Sin embargo, es necesario conocer con mayor profundidad las propiedades de la
bebida representativa del sur del Ecuador, denominada horchata. Segun la literatura varias
de las plantas que componen esta bebida son consideradas antigenotéxicas, antimutagénicas
y antioxidantes (Palacio-Arpi y Bailon-Moscoso, 2016) (Dzami¢ et al., 2014) (Tomas-Barberan,
2003). Se conoce que los antimutagenos naturales presentes en la dieta constituyen una
opcidn importante como agentes quimiopreventivos contra el cancer y otros padecimientos
(Arencibia, Rosario, Lépez, y Diaz, 2003). La quimioprevencion involucra el uso de
determinadas sustancias quimicas, naturales o sintéticas con vista a impedir o revertir la
carcinogénesis evitando el desarrollo de una neoplasia maligna invasora (Martinez, 2009).

Con el fin de determinar el efecto quimiopreventivo de las horchatas se realiza el ensayo
cometa alcalino, basado en la cuantificacion de fragmentos de ADN que migran del nucleo
celular durante la electroforesis dependiendo del dafio generado en el material genético (Liao,
McNutt, y Zhu, 2009); utilizando como control positivo CsA , la misma que induce un aumento
de la produccion de especies reactivas de oxigeno (Bernabeu et al., 2002) y que en estudios
ha reportado que produce mutaciones en linfocitos humanos in vitro y aumento en la incidencia
de aberraciones cromosomicas en linfocitos de rifiones de pacientes transplantados (Silva-
Alvarado, 2005), caracteristicas que la hacen ideal para su uso como como control positivo
en el ensayo de genotoxicidad. Con el fin de determinar la capacidad genotbxica y
antigenotéxica in vitro de un grupo de liofilizados de horchatas (H1, H2, H7, H9) en leucocitos
humanos, para lo cual se establecieron dos modelos de estudio, co-tratamiento y pre-

tratamiento.

Los efectos genotodxicos se producen normalmente a dosis subtdxicas, es decir a dosis a las
cuales no se ve comprometida la viabilidad celular (Bello y Lopez, 2001). Por lo tanto, en el
ensayo de citotoxicidad por FDA-BrEt buscamos determinar estas dosis, las mismas que
deben generar una viabilidad no menor al 70%. Nuestros resultados en el control negativo
exponen viabilidad superior al 90 %, corroborando la validacion del ensayo, mientras el control
positivo CsA a 10 pg/mL mostré una viabilidad de 77%, concentracion elegida por su
capacidad de generar genotoxicidad mediante estrés oxidativo sobre leucocitos humanos y

no causar citotoxicidad a un porcentaje mayor al 30%.

Las células tratadas con horchatas H1, H2, H7 y H9 a una concentracion de 1000 pg/mL,
tuvieron una viabilidad superior al 90%. Estudios realizados por Jaramillo-Vélez y Bailon-

Moscoso (2017), demuestran que las horchatas ejercen un efecto inhibitorio sobre un panel
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de 5 lineas celulares tumorales humanas, de las cuales resalta D-384 como la linea celular
con mayor sensibilidad al tratamiento aplicado, sin embargo, no se reportan efectos sobre
linfocitos humanos y células CHO-K1, lo cual nos lleva a la conclusion de que el efecto

inhibitorio presentado por las horchatas en estudio, es especifico para células tumorales.

La viabilidad decrece en pre-tratamiento y de manera semejante en co-tratamiento muy
probablemente por la presencia de CsA, a diferencia de los estudios realizados in vivo por
Zamorano-Ponce, Fernadndez, Vargas, Rivera, y Carballo (2004), en donde al aplicar una
infusion de Aloysia triphylla y posteriormente cisplatino, produce un efecto protector

aumentado la viabilidad celular respecto al control positivo.

Los resultados de esta investigacion fueron presentados con IDG y longitud de cola. El IDG,
es un parametro cualitativo calculado a partir de la intensidad de cola, donde los cometas son
separados por categorias de dafio, la puntuacion total se calcula multiplicando el porcentaje
medio de nucleoides en cada clase por el factor correspondiente (Barbosa, Muskus, Orozco,
y Pabén, 2017), mientras que longitud de cola, es un parametro cuantitativo, que mide la
distancia horizontal desde el centro de la cabeza del cometa hasta el final de la cola,
considerado como el indicador geométrico mas representativo del dafio genotéxico (Rueda y
Mitma, 2016). Por lo antes mencionado se eligié longitud de cola como parametro de

discusion.

En cuanto al ensayo de electroforesis en gel de células individuales o cometa alcalino, donde
se midio la genotoxicidad de las horchatas sobre leucocitos humanos a una concentracion de
1000 pg/mL por un periodo de 24 horas, se determiné que H1, H7 y H9 interactian con el
ADN generando genotoxicidad, al igual que en los resultados obtenidos por Palacio-Arpi y
Bailon-Moscoso (2016), donde menciona que las horchatas de H1-H9 aplicadas en CHO-K1

a concentraciones de 100, 333 y 1000 pg/mL generan dafo al ADN.

Por otro lado, H2 no produce dafio genético, al igual que en los resultados de Aguilar y Bailon-
Moscoso (2017), donde describe que las horchatas H2, H7 y H8 no muestran efecto
genotéxico a 1000 pg/mL en la linea celular inmortalizada CHO-K1. Al igual que en la
investigacion de Ricco, Wagner, Reides, y Carballo (2010), donde demuestra que infusiones
utilizadas en medicina natural de una variedad de especies de la familia verbenaceae, no

generan actividad genotoxica en el ensayo cometa alcalino.

Posteriormente para determinar los mecanismos de antigenotoxicidad de las horchatas,
usamos los ensayos de co-tratamiento, donde mediante longitud de cola se observa
disminucion notable del dafio genético con las horchatas H2, H7 y H9 y aunque no lleguen a

nivel basal, las horchatas en cuestion tienen la capacidad de actuar con el agente genotoxico,
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ya sea modificAndolo en su estructura quimica o bioguimica (Giannuzzi y Larramendy, 2013),
esto podria ser el resultado de la combinacion de plantas que conforman en mayor proporcion
estas horchatas, como Linum usitatissimum L, oleaginosa que posee un contenido alto del
acido graso poliinsaturado alfa-linoléico (Omega-3), proteinas, ligninas, vitaminas y minerales,
que son sustancias relacionadas a la reduccion del riesgo de enfermedades cardiovasculares
y cancer, ademas poseen propiedades con actividad anti-inflamatoria, efecto laxante y
antioxidante (K. Lenzi, Spreafico, Teles, y Guzman, 2008), Pelargonium graveolens L'Herit,
que contiene gran cantidad de compuestos flavonoides (Cavar y Maksimovi¢, 2012), e Iresine
herbstii Hook que contiene isoflavonas y betacianinas aciladas.(Nweze, Nwachukwu, y
Adieme, 2016), por lo tanto se encuentran compartiendo compuestos bioactivos como
flavonoides que, en estudios in vitro y en modelos animales han demostrado la capacidad de
actuar contra diferentes tipos de cancer induciendo apoptosis en algunas lineas de células
neoplasicas, mientras que excluye de ese efecto a las células sanas (Pefarrieta, Tejeda,
Mollinedo, Vila, y Bravo, 2014);0 isoflavonas que poseen un efecto antioxidante, con la

capacidad de disminuir ERO en células con procesos inflamatorios (Pefarrieta et al., 2014).

Finalmente en los ensayos de pre-tratamiento las horchatas no parecen proteger las células
del dafio posterior al que se les induce al aplicarles CsA, con excepcion de H1, la cual
disminuye significativamente el efecto causado por CsA, visible con el parametro longitud de
cola y aunque dicha disminucién no llegue a un nivel basal, concluimos que H1 actta sobre
los mecanismos fisioldégicos de proteccién y reparacion del ADN, revirtiendo los efectos
genotoxicos de CsA y consecuentemente la fijacion de mutaciones (Barcelos et al., 2007),
este hecho, puede ser debido a la presencia Unica en H1 de la planta Sambucus nigra L, que
contiene polifenoles, flavonoides y antocianos, que ademas de proteger y estabilizar el
genoma, proporcionan propiedades antioxidantes, antimutagénicas y anticarcinogénicas
(Montalvo etal.,, 2007) (Tomas-Barberan, 2003). La actividad antioxidante en estos
compuestos se ha asociado a su habilidad para eliminar los radicales libres e inhibir el
citocromo P450 o enzimas con actividad oxidante como las ciclooxigenasas y las
lipooxigenasas (Arencibia et al., 2003). La presencia de una planta mayoritaria con respecto
a las demas horchatas, como Solanum americanum Mill, que posee flavonoides y alcaloides
en mayor proporcion (Solis, 2014), segun Rios, Fuertes, Arroyo, y Ruiz (2017) los alcaloides
de origen vegetal como alcaloides de la vinca, placitaxol y berberina poseen actividad
anticancerigena. Solanum americanum Mill, contiene ademas triterpenos, que poseen
actividad biolégica, donde destacan sus efectos quimiopreventivos, por la estimulacién de la
actividad enzimética del sistema enddgeno glutation S-transferasa, por lo tanto, su ingestion
cataliza las acciones destoxificantes del organismo frente agentes cancerigenos (Bello, 2012).

Por dultimo, la presencia de la planta con mayor concentracion en esta horchata es
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Pelargonium graveolens L'Herit, que contiene flavonoides, tales como quercetina y miricetina
(Pombo et al., 2016), que son los mas estudiados in vivo; ya que la quercetina es reconocida
por su elevada actividad antioxidante, evitando o retrasando algunos tipos de dafio a las
células y, por tanto, la disminucién del riesgo de enfermedades crénicas y degenerativas
(Torres, Gil, Cano, y Sosa, 2010).

Nuestro estudio determina que la horchata H2 no genera genotoxicidad a diferencia de H1,
H7 y H9, sin embargo al ser aplicadas con un inductor de dafio genotdxico tienen la capacidad
de disminuir la genotoxicidad sobre leucocitos humanos, ya sea su efectividad en el modelo
de co-tratamiento como desmutagenos (H2, H7 y H9) o en pre-tratamiento como
bioantimutdgenos (H1), corroborando asi los resultados de las investigaciones de Palacios en
2016, donde afirma que las horchatas poseen un efecto antigenotoxico y contribuyen a la
disminucién de ERO (Palacio-Arpi y Bailbn-Moscoso, 2016).
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CONCLUSIONES

Con base en nuestros resultados, la evidencia indica que las horchatas H1, H7 y H9 a una
concentracion de 1000 pug/mL generan genotoxicidad sobre leucocitos humanos, mientras que

H2 no, con respecto al dafio basal.

Pudimos determinar que al inducir genotoxicidad con CsA en las células, las horchatas H2,
H7 y H9 en co-tratamiento actlian como agentes desmutagenos, probablemente generando
mecanismos de proteccidn, por otro lado, la horchata H1 ha demostrado en pre-tratamiento
actuar como bioantimutdgeno con la capacidad de disminuir significativamente el dafio al
ADN.

Al ser las horchatas una mezcla de varias hierbas, es complejo determinar que plantas son
las que poseen el efecto antigenotdxico, o si este efecto estd dado por la sinergia de todas las

plantas que la componen.
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RECOMENDACIONES

Los metabolitos esenciales implicados, dependeran del microambiente en el que crezcan
estas plantas y del estrés al que deban sobrevivir, por lo tanto, la repetitividad de los
componentes quimicos y por ende de los efectos demostrados en la investigacion pueden ser
similares si mantenemos condiciones, como el mismo huerto orgénico o la misma temporada

de recoleccion.

La aplicacion de la técnica HPLC para separar los componentes de cada una de las plantas
de las horchatas seria de gran utilidad ya que nos permitiria evidenciar analiticamente los
compuestos quimicos que proveen el efecto antigenotoxico y a partir de esto seleccionar las

plantas para dar origen a una horchata con mayor efectividad quimiopreventiva.
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Anexo 1. Plantas que componen los liofilizados de horchatas en estudio
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