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RESUMEN

La horchata lojana se ha elaborado al sur del Ecuador desde la colonizacion
espafiola, y se ha preparado tradicionalmente como una infusién de plantas
entre 16 a 32 especies que pueden ser medicinales o aromaticas cultivadas de
forma local. Por muchos afios la poblacion indigena del Ecuador ha presumido
los posibles efectos terapéuticos, que podrian estar asociados a los
compuestos bioactivos que se encuentra en la tradicional bebida. El principal
objetivo de esta investigacion fue determinar el efecto antigenotoxico de la
horchata en las células sanguineas de personas fumadoras y no fumadoras.
Esto se evalué por medio del test de aberraciones cromosOmicas que se
presentaron en un cultivo in vitro con horchata y sin el mismo. Se reportd que
en el porcentaje total de aberraciones cromosémicas no existe diferencia
significativa entre los tratamientos. Sin embargo, en los fumadores se pudo
encontrar aberraciones de tipo cromosOmico que se hallaron en menor
proporcion en los tratamientos con horchata, determinando un posible efecto
antigenotoxico. Asimismo, se logro identificar que no hay una correlacion entre
las caracteristicas de los individuos de estudio y la frecuencia de aberraciones
cromosémicas por lo que se prevé que sea necesario un numero de muestra
mas grande que permita establecer una tendencia entre los resultados y dichas
caracteristicas. El estudio realizado permitié6 dar una base de que la bebida
horchata se convierta en una posible fuente natural alta en componentes
bioactivos con efectos antigenotéxicos de interés medicinal, para futuras

investigaciones que se realicen in vivo.



ABSTRACT

The horchata lojana has been made in south of Ecuador from Spanish
colonization, and has been traditionally prepared as a mixed or infusion of 16 to
32 medicinal or aromatic plants that can be grown locally. For many years, the
indigenous population of Ecuador has presumed the possible therapeutic
effects, may be relationed with the bioactive products that are found in the
traditional drink. The principal objective of this investigation was to analyze the
possible antigenotoxic effects in the blood cells of the smokers and no smokers.
It was reported that in the total percentage of chromosomal aberrations there is
no significant difference between treatments. However, in smokers you can find
chromosomal aberrations that have formed in a greater proportion compared to
horchata treatments, | mean, it's posible that an antigenotoxic effect is beging
generated in the treatments with horchata. Also, it was not possible to identify a
correlation between the characteristics of the individuals studied and the
frequency of chromosomal aberrations, so it is expected that a larger sample
number will be necessary to establish a trend between the results and said
characteristics. This study made it possible to provide a basis for the horchata
beverage to become a possible natural source rich in bioactive compounds with
biological and antigenotoxic properties of medicinal importance, for future

investigations realized out in vivo.
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1. CAPITULO I. INTRODUCCION

1.1. Antecedentes

Originalmente la horchata se realizaba a base de tubérculo obtenido de la
chufa y se consumia en Egipto (2400 a.C.). En Latinoamérica se hace
referencia a esta como una bebida que puede contener un sinnimero de
plantas o ingredientes, puesto que, la preparacion va a depender de lo que se
disponga en cada pais de origen. En el sur de Ecuador es una infusion de
hierbas tradicionales compuesta de 16 a 32 plantas medicinales y arométicas
(Bailon et al., 2017).

Las plantas medicinales en los dltimos afios han tomado especial relevancia
debido a su gran potencial antiinflamatorio y antigenotoxico que viene dado por
algunos compuestos como flavonoides, alcaloides, terpenoides, taninos,
esteroides, polifenoles. etc., que pueden prevenir el dafio de las células y del
DNA (Sabahi, Soltani, & Moein, 2018; Tene et al., 2007). Entre las especies
existentes se presta un singular interés al grupo de plantas que componen la
horchata lojana, bebida con un potencial uso terapéutico vinculado con
enfermedades del sistema digestivo, circulatorio, nervioso y respiratorio (Rios, ,
Jarrin-v, Donoso, & Romero, 2017). Entre los beneficios que tiene esta infusion,
es favorecer considerablemente la inhibicién de los efectos de las especies
reactivas de oxigeno (ROS), lo cual ayuda a la estabilidad gen6mica de las
células protegiéndolas de posibles aberraciones cromosémicas (AC), ademas
del dafio al DNA provocado por distintos agentes genotoxicos. Algunos analisis
in vitro de células cultivadas con el extracto de horchata han propuesto la
posibilidad de utilizar en un futuro la infusion como medida de tratamiento

preventivo (Moscoso, Tinitana, Espinosa, Jaramillo, Palacios & Aguilar, 2017).

Un reciente estudio, sefialé una extensa investigacion de algunas propiedades
quimicas y biolégicas presentes en la horchata lojana. Por medio de la

evaluacion de linfocitos de humanos, y ovarios de hamster chino, se determiné



que en ninguna se observo citotoxicidad, asi mismo, se sugiere que la actividad
antioxidante puede estar estrechamente ligada con la antigenotoxica (Bailon et
al., 2017).Cabe recalcar que basado en diversos estudios se ha determinado
que el consumo de especies vegetales provee de antioxidantes que son
capaces de prevenir o retrasar la oxidacion que se da por algunas moléculas,
por tanto, estas constituyen una fuente principal exégena y lo han sido por
mucho tiempo, sin embargo, aunque se han realizado estudios in vitro es
crucial que se realicen in vivo ya que muchas veces los resultados pueden ser
contradictorios lo cual representa una limitacion en futuras investigaciones
(Kasote, Katyare, Hegde, & Bae, 2015).

Se ha probado la actividad antigenotdéxica de otras especies como F.
vesiculosus a través del cultivo de linfocitos humanos que se mide por la
frecuencia de aberraciones cromosémicas inducidas por el dafio del DNA
provocado por la presencia de doxorrubicina en el medio. Basado en este
ensayo los resultados no fueron prometedores ya que demostraron que el
extracto de algas no mostré gran cambio a nivel citogenético cuando se
administraba después del antibiotico. Aunque, tomando en cuenta el segundo
ensayo se pudo notar que tenia efecto antigenotédxico solo si se administraba
previo a la doxorrubicina lo cual la clasifica como un antioxidante preventivo

secundario mas no primario (Leite, Gusmao, & Takahashi, 2007).

Por otro lado, algunas investigaciones en las que se ha trabajado para conocer
el estado de las células después de estar sometidas a estrés oxidativo, han
seflalado que el niumero de aberraciones cromosémicas por lo general es
superior en las personas fumadoras. Segun un estudio realizado con
fumadores de una ciudad de Colombia, la frecuencia en las alteraciones del
DNA de estas personas son superiores debido a que se exponen a compuestos
guimicos que finalmente generan actividad mutagénica (Arboleda ,Hoyos,
Carvajal, Sierra, 2004). Asi también, un estudio realizado en el distrito de
Tiruchirappalli de la India obtuvo resultados similares a los anteriormente

expuestos, determinando que los fumadores mantienen un aumento



significativo en torno a la formacion de AC frente a las personas no fumadoras,
también indica que la presencia de actividad genotéxica debido al humo del

tabaco efectivamente provoca dafio del DNA (Christobher et al., 2017).

1.2. Planteamiento del problema

Actualmente en el Ecuador los estudios enfocados en el andlisis citogenético
de linfocitos de personas fumadoras son escasos, lo que causa el
desconocimiento acerca del estado celular a nivel cromosémico. Asi como
también de las posibles aplicaciones de compuestos bioactivos presentes en
plantas medicinales como las que constituye la horchata, que podrian ayudar a
disminuir el efecto que genera el estrés oxidativo en las células, actuando del
mismo modo que un sistema enzimético antioxidante como el glutation, la
lactoferrina, el superoxido dismutasa, etc., protegiendo a la célula de los
radicales libres (RL) (Aguilar,Cabrera,lturbide,Molina & Zaldivar, 2013; Tukun
et al., 2014). El desconocimiento a nivel bioquimico es amplio ya que para
demostrar la eficacia de una planta es fundamental realizar andlisis
fitoquimicos, farmacoldgicos, ensayos de toxicidad e inactividad que permitan
analizar su posible uso en la medicina tradicional. Se requiere investigacion ya
que, hasta el momento se han reportado muy pocos estudios en donde se
demuestre la capacidad antioxidante que podria tener la horchata. Por otro lado
algunos estudios se han centrado en identificar cada una de las plantas que
componen esta bebida y han justificado sus posibles efectos beneficiosos

basados en reportes bibliograficos (Rios, Tinitana, Jarrin-v, et al., 2017).

En Ecuador, al igual que en muchos otros paises, se considera el consumo de
tabaco un problema de salud publica, ya que origina graves enfermedades, las
cuales generan indices de mortalidad altos (Drope et al; 2018) . En el afio 2013
la OPS publico que el cancer de pulmon no es una causa creciente de muertes
en el pais si embargo esto se podria revertir debido a que la prevalencia de
jévenes que consumen tabaco cada dia es mas alto (OPS, 2013). ElI INEC ha

determinado que el nimero de egresos diario por enfermedades relacionadas



al sistema respiratorio es de 19,337 personas, que ademdas podria estar
relacionado con el consumo de tabaco. (INEC, 2017).Uno de los componentes
del tabaco es el benzopireno, cuya toxicidad ha motivado varios estudios
debido al efecto que causa en el genoma de la célula por causa de la toxicidad
de este compuesto. Se conoce que, provoca fragmentaciones del DNA, que
daran lugar a la formacién de aberraciones cromosémicas que se visualizan
por la aparicion de un gap o espaciamiento, roturas, alteraciones en el nimero
de cromosomas, entre otros (Ayarde, Cuti, Ascarrunz, 2008). Asi como el
compuesto anteriormente nombrado varios otros componentes del tabaco
desarrollan aberraciones cromosdmicas que implican graves consecuencias
bioldgicas por ello es fundamental aplicar estudios citogenéticos que permitiran
medir el dafio causado en los cromosomas debido a la exposicion a agentes
quimicos, y complementar estudios que generan alternativas que posiblemente

disminuyan el efecto de estas en el organismo (Christobher et al., 2017).

1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo general

Analizar citogenéticamente los linfocitos obtenidos de la sangre periférica de
individuos fumadores y no fumadores, incubados con extracto liofilizado de

horchata

1.3.2. Objetivos especificos

- Determinar si el extracto liofilizado de horchata disminuye el dafio
cromosémico inducido por el estrés oxidativo en personas fumadoras y no

fumadoras

- Establecer la frecuencia de aberraciones cromosomicas presentes en
linfocitos expuestos a la infusién de horchata de personas fumadoras y no

fumadoras.



1.4. Justificacion de la investigacion

El conocimiento de procesos citogenéticos brinda informacion que puede ser
utilizada en futuras investigaciones, para la prevencion y tratamiento efectivo
de enfermedades, también puede ser usada para otorgarle a la poblacion un
estudio que muestre el efecto que el tabaco va a provocar en su organismo a
nivel cromosémico y sus posibles consecuencias sobre salud (Arboleda,
Hoyos, Carvajal, & Sierra, 2001).Basado en el problema que causan las
especies reactivas de oxigeno en el ser humano, se ha propuesto la idea de
utilizar plantas medicinales y arométicas con el fin exclusivo de identificar si se
logra disminuir de algin modo el efecto provocado por el estrés oxidativo en el
organismo (Birben, Sahiner, Sackesen, Erzurum, & Kalayci, 2012). Varias
especies se han descrito en un estudio etnobotanico que las contempla como
remedios naturales que se utilizan en la provincia de Zamora Chinchipe y Loja
demostrando la efectividad de alrededor de 275 plantas con distintos usos

terapéuticos (Tene et al., 2007).

Dentro de las especies o plantas que causa mayor interés se encuentra la
mezcla de plantas que compone la horchata lojana, esto debido a que
bioguimicamente se ha demostrado que posee caracteristicas antioxidantes y
antiinflamatorias que podrian disminuir el efecto causado por las especies
reactivas de oxigeno (Moscoso, Tinitana, Espinosa, Jaramillo, Palacios &
Aguilar, 2017). Por lo tanto, la empleabilidad de esta mezcla como una terapia
antioxidante que ademas es de origen natural abre las puertas a una nueva
alternativa para la prevencion y disminucion de enfermedades que estén
vinculadas al estrés oxidativo, lo cual aporta con informaciéon nueva sobre la
respuesta antioxidante de plantas en base al analisis citogenético. El presente
estudio busca impulsar la idea de utilizar una bebida que posea compuestos
bioactivos que puedan llegar a presentar una respuesta antioxidante frente al
estrés oxidativo generado por el habito de fumar en una persona, lo que

permitiria demostrar su uso como fuente natural con importantes efectos



biologicos para la salud. Al ser altamente accesible para la poblacion
Ecuatoriana podria ser implementada a la dieta como una alternativa para la
prevencion de enfermedades que se relacionen con el estrés oxidativo (Birben
et al., 2012).

2. Capitulo Il: MARCO TEORICO
2.1. Generalidades

2.1.1. Historiay origen de la horchata

La horchata se origind en Egipto a principios del afio 2400 a.C. y se realizaba a
base de un tubérculo llamado Cyperus esculentus, el cual aln se cultiva para
uso medicinal en el sur de Europa (De Castro, Gargiulo, Del Guacchio, Caputo,
& De Luca, 2015). Existe evidencia de que esta bebida se encontrdé en los
vestigios de algunos faraones, la "horchata de chufa”, cémo se la llama
comunmente, posee un gran valor cultural por su registro en la medicina
Egipcia del Papiro Ebers. Mas tarde (30 a.C.), el imperio romano conquisto
Egipto, por consecuencia introdujeron la bebida a su territorio y cultura. En el
afio 1200 El rey Jaime | bautiz6é esta bebida como “oro, chata’, posteriormente
bajo la voz latina que surgié en Valencia la nombraron orzata, hordeata u
hordiate que delimitd el termino espafol horchata (Rios, Tinitana, Jarrin-V,
Donoso, & Romero, 2017).

En paises de América Latina, se han determinado un gran nimero de bebidas
bajo el nombre de horchata, esto debido a que puede estar compuestas por
distintos ingredientes que van a depender del pais de origen. Por ejemplo: en
México se conoce a esta bebida como aguas frescas y se compone de arroz,
canela, almendras, azlcar y vainilla; en Venezuela en cambio se utiliza agua,
sésamo, y azucar; pero en esta region se la denomina chicha (Beck,
Fernandez, Rojina, & Cabana, 2017) . En el sur del Ecuador mas
especificamente en la provincia de Loja, la horchata es muy popular por que se

cree que posee propiedades medicinales, especialmente entre los indigenas



quienes aseguran basados en conocimientos ancestrales que esta tiene
efectos terapéuticos siempre y cuando la combinacién de las plantas sea la
adecuada. Cabe destacar que la horchata lojana es una infusion de hierbas de
16 a 32 plantas aromaticas y medicinales. Su color caracteristico viene dado
por Amaranthus hybridus o ataco y Aerva sanguinolenta o escancel que la
hacen rojiza y vistosa al consumidor (Peralta, Villacrés, Mazon, Rivera & Subia
, 2008).

2.2. Plantas que componen la horchata lojana

Las plantas aromaticas y medicinales destinadas para la elaboracion de la
tradicional horchata lojana, por lo general es comercializada como manojo,

ramillete o tongo (Tinitana, Rios, Romero, de la Cruz Rot, & Pardo, 2016, p. 5).

Un nuevo estudio, establecié que para la preparacion de la horchata se utiliza
el mayor nimero de especies medicinales reportado hasta el momento, a
diferencia de cualquier otra bebida realizada a base de plantas en el Ecuador.
Los estudios taxondémicos determinaron que las plantas corresponden a un
total de 71 especies que se agrupan en 33 familias y 58 géneros, de los cuales
3 son endémicas de los andes ecuatorianos,29 son nativas y 38 introducidas
(Anexo 1). Cabe recalcar que segun datos otorgados por distintos estudios
existen 16 especies utilizadas con mayor frecuencia y que son esenciales para
la elaboracion de la bebida ya que proporcionan su aroma, sabor y color (Rios,
Tinitana, Jarrin-V, et al., 2017). Entre las que proporcionan color estan
Amaranthus hybridus y Aerva sanguinolenta, para el sabor Dianthus
caryophyllus, Foeniculum vulgare, Borago officinalis, Bogotense equisetum,
Fuchsia hybrida, Semitriloba triumfetta, Matricaria recutita, Pelargonium
odoratissimum, Melissa officinalis, Citrus x junos y finalmente Plantago major,
mientras que el aroma viene dado por Alysia triphylla, Alcea rosea, Menta

spicata y Cymbopogon citratus.



Por otro lado, una de las caracteristicas que se toma en cuenta para la
elaboracion de la bebida es su estructura morfolégica y sus componentes,
existen aproximadamente once tipos de formas en las que se pueden tomar a
las plantas; se utiliza en mayor cantidad las hojas con un 23%, en un 22% les
siguen las flores, mientras que las ramas se utilizan en un 14%, 12% para las

plantas que no poseen raices y por ultimo los pétalos en un 5%.

Los distribuidores de estas plantas en el mercado, han atribuido una serie de
usos terapéuticos, predominando el uso antiinflamatorio, seguidamente se
utilizan como diuréticos, analgésicos, y finalmente algunas de las plantas se

utilizan entre ténicos, hepaticos, sedantes o incluso digestivos (Figural).
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Antiinflamatori Analaésico Diurétic Otros

Figura 1. Usos terapéuticos de las plantas que componen la horchata lojana

Adaptado de (Rios, Tinitana, Jarrin-v, et al., 2017).

2.3. Composicién quimica de la horchata lojana

2.3.1. Antioxidantes

Los antioxidantes actian como defensas que desempefian un papel crucial en
la prevencion de procesos relacionados con enfermedades cardiovasculares,

cataratas, degeneracion muscular, funciones inmunoloégicas, e incluso cualquier



tipo de enfermedad relacionada con el cancer (Nakilcioglu, 2013). Las fuentes
pueden ser artificiales o naturales, asi como también exdgenos o enddgenos,
las plantas por ejemplo actian como una fuente exdégena muy importante ya
gue generan una gran cantidad de antioxidantes naturales como los fenoles,

flavonoides, entre otros.

El ser humano posee radicales libres que se producen de forma natural como
subproductos del metabolismo y que somete al organismo a un estrés
oxidativo, por lo general el sistema antioxidante del cuerpo humano
puedecubrir este efecto por medio de un sistema reparador lo cual permite
mantener un equilibrio entre el sistema oxidante y el anti-oxidante. Sin
embargo, el consumo de alcohol, tabaquismo, radiacién, o las toxinas del
medio ambiente producen un exceso de especies reactivas de oxigeno que
hacen que el equilibrio se interrumpa, desembocando en varias enfermedades
cronicas (Xu et al., 2017). El consumo de antioxidantes exdgenos disminuye el
dafio generado por los radicales libres inhibiendo la reaccion en cadena
oxidativa, eliminando RL, actuado como agentes reductores, y minimizando la

accion del oxigeno libre (Baiano & Del Nobile, 2016).

2.3.2. Fenoles

Los fenoles son metabolitos secundarios que no solo realizan funciones
fundamentales para las plantas, sino que ademas favorecen al bienestar
humano al desempefiar su rol como antioxidantes (Mahmoudi, Khali,
Benkhaled, Benamirouche, & Baiti, 2016). Dicha capacidad antioxidante va a
disminuir o aumentar su efecto segun la interacciébn que exista entre ellos o
también con otros compuestos. Este efecto que presentan los acidos fendlicos
viene dado por su estructura quimica, ya que va a mejorar a medida que
aumenten los grupos metoxilo e hidroxilo (OH), aunque este ultimo es el mas
importante ya que su posicion y el nuimero de OH en la estructura de un
compuesto fendlico permitira donar un atomo de hidrogeno o un electrén

(L6pez,Santacruz,Navarro & Sotelo, 2015).
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Una fuente amplia y esencial de fenoles son los organismos vegetales, razon
por la que en los ultimos afios se ha implementado el uso de extractos herbales
en las industrias farmacéuticas, alimentarias y cosméticas. El alto contenido de
ingredientes bilégicos activos se acumula en las plantas y se encuentra
ampliamente relacionado con el desarrollo y actividad vital de las mismas.
Cabe mencionar que la etapa de floracion ha reportado el contenido maximo de
fenoles, aunque, esto va a depender de cada tipo de especie
(Sytar,Hemmerich,Zivcak & Rauh, 2018).

Hasta el momento se ha considerado que la accion antioxidante puede estar
relacionada con la actividad antigenotoxica (Bailon et al., 2017). Los acidos
hidroxicinAmicos forman parte de los acidos fendlicos y tienen especial
relevancia por tener actividad antiproliferativa y antigenotoxica en las células.
Como se puede ver en la figura 2, la presencia de un grupo CH=CH-COOH
potencia la resonancia quimica debido a la formaciéon de un doble enlace
carbono-carbono que estabiliza a los radicales libres, y por ende la capacidad

antioxidante aumenta (Pefiarrieta et al, 2014).

OH 0., JOH 7 OH
= e o
OH
0 s
ACHa oH
o B H
OH OH
p-coumaric acid ferulic acid chlborogenic acid

Figura 2. Estructura quimica de algunos acidos hidroxicinamicos.
Adaptado de (Pefarrieta et al, 2014).

2.3.3. Flavonoides

La palabra flavonoide o “flavus™ como su nombre latin lo indica, se refiere al

color amarillo que se ha localizado en algunos flavonoides purificados. Por lo
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general se atribuyen el color de los frutos y las flores que presenta cada
especie (Penarrieta et al, 2014).

Se denomina flavonoides al grupo de fenoles que contiene distintas subclases
como los flavonoles, flavonas, isoflavonas, flavanonas, anticianidinas, etc. Los
flavonoides se pueden localizar en algunas plantas medicinales que se utilizan
para la elaboracion de fitofarmacos por lo que son fundamentales para la salud
humana (Howes, 2018). Algunos estudios han respaldado el mecanismo de
accion que poseen los flavonoides al actuar como antiinflamatorias,
antioxidantes, cardioprotectores, antibacterianos y varias otras actividades
bioldgicas (L. Wan & Jiang, 2018), por lo que el consumo de plantas con estos
compuestos pueden ser los responsables de varios efectos terapéuticos que

favorecen al organismo (De Almeida et al., 2017).

La antigenotoxicidad de estos compuestos ha sido estudiada durante varios
afios para corroborar que efectivamente pueden proteger a las células pero que
su actividad no necesariamente se relaciona con la actividad antioxidante, sino
que actian como fotoprotectores en el caso de mutaciones generadas por
radiaciones ultravioletas (Garcia, Villamizar, Nufiez, Ocazionez & Stashenko,
2019). En cambio, en mutaciones generadas por tabaco facilita la protecciéon
contra efectos nocivos que se dan por los carcinGgenos presentes en este, ya
que al ingerir fendlicos dietéticos logra proteger parcialmente a las células de
sustancias téxicas a las que desestabiliza con las enzimas antioxidantes
(Nakamura et al., 2015).

En la figura 3, tenemos la estructura quimica general de un flavonoide, el cual
se compone de tres anillos, el primero es dihidroxilado en la posicion 7 y 5, el
segundo es fendlico por lo general mono u orto-dihidroxilado que contiene un

grupo metoxi, y finalmente el anillo de carbono.
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Figura 3. Estructura quimica general de un flavonoide
Adaptado de (Pefarrieta et al, 2014)

2.3.4. Antocianinas

Las antocianinas son una subclase de flavonoides que se encuentran
distribuidos ampliamente en los alimentos. Estos son los responsables de
generar el color morado, naranja, azul, rojo y violeta, en las flores y frutos de
las plantas, la cianidina es la mas comun en las especies vegetales (Pefiarrieta
et al, 2014). En las plantas cumple un rol esencial ya que permite su interaccion
con el medio ambiente al representar la primera via de defensa contra la
radicacion UV, los radicales libres y el dafio ocasionado por distintos patdgenos
por lo que son cruciales para el desarrollo de especies vegetales (Castro et al.,
2013).

La ingesta de alimentos ricos en antocianinas favorece considerablemente al
desarrollo celular, ya que actian potenciado la actividad de enzimas
antioxidantes, asi también al aumentar la ingesta tiene efectos beneficiosos
contra el estrés oxidativo lo cual favorece al sistema respiratorio, ya que se ha
encontrado varios estudios en donde se relaciona fielmente el consumo de

alimentos altos en antocianinas con la funcién pulmonar (Mehta et al., 2016).

En la figura 4 se puede observar la estructura quimica general de una
antociana, misma que se compone de un grupo hidroxilo en el anillo B y un
cation de pirulina que se toma como el anillo C, por medio de estos se elimina
los RL, en primer lugar, esta el ion hidroxilo que es la primera via y la segunda

es el ion oxonio en el anillo de carbono. Son estos los que hacen de las
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antocianinas potentes agentes reductores en la transferencia de electrones
(Khoo, Azlan, Tang, & Lim, 2017).

Figura 4. Estructura quimica general de una antocianina.
Adaptado de (Khoo et al., 2017).

2.3.5. Taninos

Los taninos forman parte de los compuestos fendlicos con la singularidad de
que al unirse a las proteinas se precipitan, estos se encuentran presentes en la
corteza, frutas y hojas, por lo que, son necesarios para la proteccion de las
plantas de herbivoros e infecciones. Se clasifican en tres grupos: condensados,
hidrolizables, y complejos (Pefarrieta, Tejeda, Mollinedo, Vila, & Bravo, 2014).
Los tres grupos de taninos se encuentra dentro de las vacuolas de las células
vivas, no obstante, cuando se produce muerte celular los compuestos se

liberan al citoplasma (Maier, Oelbermann, Renner, & Weidner, 2017)

En la actualidad los taninos han tomado especial relevancia debido a su
potencial nutricional ya que favorece como antimutagénicos, antidiabéticos y
antimicrobianos, lo cual esta asociado a su capacidad antioxidante (Olivas et
al.,, 2015). Varios estudios han demostrado el posible uso de fuentes de
desecho de origen vegetal como una fuente ampliamente rica en polifenoles
como los taninos, que permitan sustituir el uso de antioxidantes quimicos
sumamente costosos (Aires, Carvalho, & Saavedra, 2016; Rodrigues, Pimentel,
& Oliveira, 2015; Tavares et al., 2015).
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A nivel antigenotoxico los distintos ensayos plantean que los taninos le
proporcionan a las células proteccion de cualquier dafio en la estructura
primaria del DNA, lo que representa un gran avance para proponer el
empleo de modelos animales basados en experimentacion in vivo que
permita buscar respuestas sobre los mecanismos de proteccion (Gonzalez-

Pumariega et al., 2016).

La estructura quimica de los taninos se compone en un anillo tal como se
puede observar en la figura 5, la estructura de este grupo de moléculas va a
cambiar de acuerdo al azucar del que este compuesto y el nimero de

enlaces que presente (Olivas-Aguirre et al., 2015).

Figura 5. Estructura quimica de un tipo de tanino llamado &cido galico.
Adaptado de (Kim et al., 2019).

2.3.6. Carotenoides

Los carotenoides son de un amplio grupo de 700 pigmentos liposolubles que se
localizan en las plantas (Britton, Liaaen-Jensen, & Pfander, 2012), aunque
también se han logrado identificar en mohos, levaduras y bacterias; en las
plantas a diferencia de las otras especies, los carotenoides son indispensables
para la fotosintesis. Por otro lado, en los animales estos deben ser adquiridos

por la dieta y desempeiian el papel de antioxidantes. Se conoce que los
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carotenos son precursores del retinol o vitamina A, sin embargo, en los
humanos parece desempefiar la proteccion ya que son inhibidores del oxigeno
libre por lo que actian de forma eficiente al eliminar las especies reactivas de
oxigeno (Fiedor & Burda, 2014).

Algunos carotenoides que se pueden obtener de forma exdgena son el ay
caroteno, luteina, licopeno, crocentina, entre otros (Carranco, Calvo & Pérez,
2011). Varios estudios han propuesto la ingesta de frutas, vegetales y plantas
que se asocian directamente al bienestar de la salud, en especial para aquellas
poblaciones que por su estilo de vida son mas propensos a tener

enfermedades catastroficas.

Los carotenoides permiten el cambio oxidativo del estado redox de las células
lo que permite el equilibro frente al estrés oxidativo, como por ejemplo aquellos
generado por el habito de fumar, es decir que neutraliza los prooxidantes con el
fin de prevenir el dafio de estructuras bioldgicas (Palozza, Simone, & Mele,
2008). El tabaquismo por ejemplo, es un factor de riesgo muy importante para
el cancer de pulmén o enfermedades asociadas al sistema respiratorio (Acosta,
Remon, Segura & Ramirez, 2016).

Es importante recalcar que la actividad antioxidante va a depender en gran
medida de la estructura quimica del compuesto, ya que esta permitira retirar el
oxigeno libre a través de su tamafio, configuracion cis o trans, etc. Los
carotenoides se componen de una larga cadena, en la figura 6 se puede
observar la estructura del 8 -caroteno, el cual hasta el momento ha reportado la

mayor actividad antioxidante (Melendez, Vicario, & Heredia, 2004).
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Figura 6. Estructura quimica del 8 - caroteno localizado en plantas medicinales.
Adaptado de (Melendez et al., 2004).

2.3.7. Vitaminas

Las vitaminas que se encuentran en las plantas tienen una gran importancia en
la salud humana, esto debido a su gran trabajo como coeficientes enzimaticos
y a su potencial redox tanto en plantas como en animales (Asensi & Munné,
2010). Las vitaminas han sido ampliamente estudiadas por su efecto
antimutagénico, la vitamina E y C por ejemplo, han sido altamente eficientes
contra la alteraciones cromosémicas producidas por la doxorrubisina,

pesticidas entre muchos otros agentes genotoxicos (Bhattachar, 2011).

Las industrias se centran cada dia mas en la fabricacion de alimentos que
contengan suplementos, los pigmentos y vitaminas vegetales son de los
aditivos mas comunes no solo por la coloraciébn que otorga sino también por
fines terapéuticos (Buchhaupt, Kdhne, Etschmann, & Schrader, 2014). Algunas
vitaminas presentes en las plantas son el &cido ascorbico, cuyo papel se centra
en inhibir la nitrosacion, mientras que la vitamina D3 favorece a los agentes
protectores de las células, los tocoferoles y el acido ascorbico ayudan a
eliminar ROS, y asi se puede mencionar un sin numero de efectos positivos
gue se presentan en el organismo por el consumo adecuado de alimentos ricos

en vitaminas (Izquierdo et al., 2017).

Las vitaminas son compuestos que los seres humanos no sintetizan por lo que
deben ser adquiridos en la dieta, la falta de una sola de estas puede
representar graves problemas de salud (Asensi & Munné, 2010). Una de las

vitaminas con alto potencial nutricional es la vitamina C que es un donante de
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electrones nato, por lo que actia como un potente antioxidante y ademas se
puede localizar en varias plantas (Padayatty et al., 2003), quimicamente esta
conformado por seis carbonos mismo que se conecta con las hexosas y otra

glucosa (Kim et al., 2019).

Figura 7. Estructura quimica del acido ascérbico (Vitamina C).
Adaptado de (Kim et al., 2019).

2.3.8. Aminoéacidos

Los aminoacidos se forman de la hidrdlisis proteica (Almeida, 2018). Las
proteinas son la fuente principal de aminoacidos los cuales se unen por medio
de enlaces peptidicos entre grupos amino y carboxilo, cabe recalcar que la
proteina tiene importancia en la dieta de las personas por su capacidad de
otorgar aminoacidos que son fundamentales por su valor nutricional en el
mantenimiento corporal. Ademas de que en personas adultas la falta de
aminoacidos en el cuerpo aumenta su mortalidad y alteraciones de tipo

patolégico (Martines & Martinez de Victoria., 2006).

Una fuente de aminoacidos son las plantas, aunque, las células vegetales
contienen niveles menores en comparacion con las células animales

(Hildebrandt, Nunes Nesi, Aragjo, & Braun, 2015). Estos compuestos cumplen
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funciones cruciales para el desarrollo y sobre todo para la sefializacion ya sea
de especies animales o vegetales (Hausler, Ludewig, & Krueger, 2014).

Las especies vegetales son ricas en nutrientes disponibles que vienen dados
por la presencia de aminoacidos, lo cual otorga propiedades funcionales que
benefician el organismo animal es por tanto que la demanda de plantas que
contengan un alto contenido proteico genera altas expectativas ya que es un
potencial agente para reducir el riesgo de enfermedades cardiovasculares
(Ruiz, Betancur & Segura, 2014). Ademds, se conoce que los aminoacidos
tienen una correlacion con la actividad antioxidante por lo que potencialmente
eliminan radicales libres (Wu, Chen, & Shiau, 2003).

Algunos aminoacidos potenciales que se han logrado identificar en las plantas
son la glicina, tirosina, metionina, fenilalanina, alanina, entre otros. Como se
habia mencionado antes existen algunos aminoacidos implicados en la
sefalizacion celular los cuales en efecto son la leucina, serina y prolina
presentes también en estas especies que componen la horchata (Hildebrandt
et al., 2015). La estructura comun de los aminoacidos se puede visualizar en la
figura 8, cabe denotar que cualquier estructura que posea un grupo amino va a
ser considerado un aminodcido, se considera que estas moléculas son las mas
importantes para los sistemas bioldgicos y se cree que cada célula viva en la
tierra utiliza el mismo conjunto de 20 aminoacidos para sus funciones

biolégicas.

a H b H c H d H
C{NHZ C{NHz CiNHz D{\
+ NH

Figura 8. Estructura quimica de compuestos con grupos amino.
Adaptado de (Fleck & Petrosyan, 2014).

2
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2.4. Genotoxicidad

La genotoxicidad es la facultad que poseen algunos agentes para ocasionar
dafos al material genético. Sin embargo, el dafio provocado no solo afecta al
DNA, sino también a todos los componentes celulares que se relacionan con el
comportamiento y la funcionalidad de los cromosomas en la célula (Izquierdo et
al., 2017).

La mayoria de los organismos estan sujetos a dafios en el DNA provocados por
procesos endogenos o también por agentes exdgenos (Swift & Golsteyn,
2014). Cuando han sido afectados por dichos agentes pueden provocar
mutaciones que se dividen en negativas, positivas, neutrales, sub-letales vy
letales (Stoczynska, Powroznik, Pekala, & Waszkielewicz, 2014). La forma de
evaluar la genotoxicidad se basa en las alteraciones que se provocan en los
cromosomas debido a mutaciones o cambios. Una de ellas es la mutacion
genética que causa dafos puntuales que afectan a bloques de genes, asi
también estd la clastogenicidad que se basa en los cambios estructurales y
finalmente la aneuploidia que analiza aberraciones cromosémicas que afectan

el nimero de cromosomas (Eastmond et al., 2009).

2.4.1. Biomarcadores para evaluar la genotoxicidad

Para analizar todos estos procesos existen algunas pruebas como la de
microndcleos que se especializa en evaluar la capacidad que tiene un
compuesto para romper los cromosomas o para dafar su huso mitético,
apoyado en resultados estadisticos, lo que ha permitido por mucho tiempo
dividir a distintas sustancias en agentes cancerigenos o no cancerigenos (Nai
et al., 2015).

Otra técnica de analisis es el ensayo cometa que fue descrito por Rydberg y
Johanson en 1978 (Rydberg & Johanson, 1978). El ensayo cometa analiza

células individualmente ademas de que se puede aplicar a varias poblaciones,
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(Torres, Osorio, Murillo, Duque, & Jaramillo, 2014). En la actualidad esta
técnica se utiliza para evaluar el grado de fragmentacién del DNA y se basa en
el analisis de ndcleos completos que muestren patrones de migracion del DNA
dependiendo del nivel del dafio que se haya producido (Cortés et al., 2011).
Los parametros que se utilizan para esta técnica son la intensidad, migracion, y
longitud de cola, esta Ultima mostrara distintos tamafios segun el nivel del dafio
que posea la célula, cabe recalcar que por lo general este ensayo es utilizado
fundamentalmente para biomonitorizacion humana (Montes, De la Ossa, &
Pérez, 2017; Ansoar, Fontanetti, & Diaz, 2015).

2.4.1.1. Andlisis de aberraciones cromosémicas

2.4.1.1.1. Aberraciones de tipo cromosémico

Otra de las técnicas que permiten este analisis es la prueba de aberraciones
cromosOmicas, misma que se ha utilizado a lo largo de los afios como
biomarcador para estudios de células expuestas a radiacibn o agentes
quimicos, al cuantificar los cambios estructurales generados en los
cromosomas, después del dafio celular (Guimardes et al., 2014). Las
aberraciones cromosomicas son un indicativo de fragilidad (Figura 9), las
cuales pueden verse en distintas formas como: deleciones terminales que se
presentan como una simple rotura, mientras que las isodiamétricas van a
formar esferas pareadas de cromatina, en general se atribuye a este grupo de
deleciones la formacién de anillos cromosémicos (Behrend, Karimzad,
Mehdipour, & Schwanitz, 2017) .

La lesién producida por anillos acéntricos se caracteriza por involucrar a dos
fragmentos de cromatidas que no poseen centromero y que al estar rotos se
unen formando un anillo (Sureka & Armpilia, 2017). Por otro lado, también se
encuentran los anillos céntricos que se puede presentar por la rotura de doble
cadena de un solo cromosoma que se recombina para formar la estructura
ciclica y en la fase S forman un par de cromosomas con anillos superpuestos

que generalmente estan acompafiados de fragmentos de cromosomas
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acéntricos que se perderan en la mitosis (McParland, 2010). Otro tipo de
lesiones son producidas por inversiones que se dividen en: paracéntricas cuya
rotura o punto de interrupcibn se va a observar en el mismo brazo
cromosomico, a diferencia de las inversiones pericéntricas que se caracterizan
por la posicion del centromero dentro de la region invertida, es decir, que
ambos puntos de ruptura tanto en el brazo corto como en el largo cambiaran el

indice del centromero (Behrend et al., 2017).

Delecion ~ Delecion  Anillo Anilio Inversién
Terminal Intersticial céntrico  acentrico  pericéntrica

MNormal

Figura 9. Aberraciones cromosémicas frente a un cromosoma normal.
Adaptado de (Tubiana, Dutreix, & Wambersie, 2005).

También se puede encontrar translocaciones en el cromosoma, siendo las mas
comunes las translocaciones reciprocas o intercambio simétrico (Figura 10),
mismas que se producen cuando el segmento de un cromosoma se
intercambia con el segmento de otro cromosoma no homodlogo, estas son
inducidas por el inicio de mecanismos de reparacion después de la introduccién
de roturas en el DNA debido a mutadgenos (Bhat & Wani, 2017). También se
pueden encontrar cromosomas dicéntricos (Figura 10), cuyo origen implica el
intercambio entre dos cromosomas cada uno con su respectivo centromero, en
el cual cada uno sufre una rotura cromosdmica de tal manera que generan
extremos pegajosos, estos al encontrarse cerca uno del otro tienden a formar

uniones de cromosomas (Levitt, Purdy, Perez, & Poortmans, 2012).
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Figura 10. Aberraciones cromosomicas frente a un cromosoma normal.
Adaptado de (Tubiana et al., 2005).

2.4.1.1.2. Aberraciones de tipo crométide

Como se ha mencionado previamente también se puede estudiar la fragilidad
cromosOmica que se reconoce por alteraciones cromosémicas que afecten ya
sea a una o las dos cromatides del cromosoma o de cromatide. La fragilidad se
evidencia como, aquellos espacios susceptibles de presentar un gap o fractura
cuando se ha expuesto al cromosoma a una inhibicion parcial en la replicacion
del DNA (Llambi & Nufiez, 2007). Esto provoca que la cromatina se vea
gravemente interferida al compactarse durante la mitosis por lo que se da una
replicacion mas tardia frente al resto del cromosoma (Escribano, Castillo,
Daher, Salazar & Tobella, 2009).

Este tipo de aberraciones se pueden ocasionar por agentes quimicos y virus
gue causan dafios a un solo brazo del cromosoma. Estas aberraciones son
consecuencia de errores en la replicacion que ocurren en la sintesis del DNA, o

S, en la fase posterior a la exposicion (Evans & O’Riordan, 1975).

Las aberraciones de crométida implican el dafio en un lugar determinado de
solo una croméatida del cromosoma. Un ejemplo es el gap cromatico que se
denota como una region sin tincion, comunmente se da por la delineacion
minima de la cromatida. Asi mismo la rotura o break de cromatida se puede

notar por una discontinuidad de una cromatida en la que hay una clara
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desalineacién, mientras que el intercambio de crométidas es el resultado de
dos 0 mas lesiones de crométidas que reorganizan su material y generan un

intercambio (Shaffer, & Tommerup, 2005) (Figura 11).

——«—JMIE-—+—SE ¢« R ——
Cromosomas
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cromatida » -—r1
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Figura 11. Aberraciones de crométida frente a un cromosoma normal
Adaptado de (Evans & O’Riordan, 1975).

2.4.1.1.3. Aberraciones de tipo numéricas

La alteracibn numérica que se denomina hipodiploidia cuando el contenido
cromosomico es menor al numero normal de cromosomas y se encuentra entre
los 24 y 39 o simplemente es menor a 46 (Safavi & Paulsson, 2017). Por otro
lado, la hiperploidia ocurre en cambio cuando supera los 23 pares de
cromosomas y se denomina hiperploidia alta cuando el nimero es mayor a 50
(Feliu, 2001; Provan, Baglin, Dokal, & Vos, 2017), véase ambos casos en la

imagen 12 y 13.

Figura 12. Metafase con hiperdiplodia que posee 75 cromosomas.
Adaptado de (Llimpe, 2007)



24

we”

o)

L

N\
Yoot
asatt ¥
P2
P
o/
)

JTERIEDTNE I N TN BN T
ad I B ds iz X g3
? % Ez s, w0 { -

Figura 13. Cariotipo con hipodiploidia con un cromosoma sexual faltante.
Adaptado de (Llimpe, 2007).

2.5. Bandeo cromosémico

Un analisis puntual de alteraciones cromosémicas o enfermedades que vienen
ligados a procesos genéticos se puede dar por medio del bandeo
cromosomico. Esta técnica se ha vuelto muy popular por el analisis puntual de
estructuras cromosémicas que tenga distinto tamafio en los 23 pares de
cromosomas. Dicha herramienta de la citogenética permite identificar cada uno
de los cromosomas de un ser vivo. Asimismo, permite localizar de forma
puntual la rotura que se pueda generar en un reordenamiento estructural para
determinar qué tipo de cromosoma se involucra en dicha aberracién
cromosomica (Miller & Therman, 2001; Sindicato Médico del Uruguay. &

Fundacién Universitaria de Ciencia. Oficina del Libro., 2002)

De la misma manera se puede utilizar esta técnica para el andlisis de
poblaciones a las que se les sugiere sindromes o enfermedades ligadas a los
genes, por lo que es crucial para descartar que alguna persona tenga
enfermedades de caracter hereditario y no por razones externas como el medio
ambiente (Schreck & Distéche, 2001).
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2.6. Tabaquismo

El consumo de tabaco ha sido reconocido por la Organizacion Mundial de la
Salud como una prioridad de estudio para los paises en vias de desarrollo. La
ciencia contempla este habito como un inductor de enfermedades pulmonares,
ateroscleroticas del corazén, ademas del mas relevante que es el cancer (Kuri,
P., Gonzélez, Jesus., Hoy, M., Cortés, 2006). El humo del tabaco se compone
de alrededor de 5311 compuestos quimicos, muchos de ellos
farmacoldgicamente toxicos, carcinogénicos y mutagénicos. Entre los
principales problemas que se ocasionan por estos compuestos esta la
fragilidad y las aberraciones cromosomicas, dafios al material genético, entre

otros (Jeanes, Hall, Proteggente, & Lodge, 2004).

La presencia de metales pesados, aldehidos, nitrosaminas son potencialmente
altas en el humo del cigarrillo, asi como también, los radicales hidroxilo, o las
quinonas, mismos que en grandes cantidades aumentan el estrés oxidativo
(Asgary, Naderi, & Ghannady, 2005).El impacto que tiene este habito puede
perdurar en el organismo por mucho tiempo (E. S. Wan et al.,, 2012). La
nicotina por ejemplo, se demora en llegar al cerebro de 10 a 12 segundos, pero
su efecto aunque va disminuyendo se mantiene alto durante las préximas 11
horas y le toma mas tiempo ser eliminado del cuerpo en forma de cotinina, o

incluso puede ser reciclado (Benowitz, Hukkanen, Jacob, & III, 2009).

La sangre de una persona fumadora presenta trastornos sanguineos ya que,
en comparacion con los eritrocitos de una persona no fumadora, el contenido
intracelular y la membrana se encuentran sumamente dafiados debido al
ataque quimico causado por el humo del cigarrillo inhalado (Masilamani,
Alzahrani, Devanesan, AlQahtani, & AlSalhi, 2016). Los dafios por lo general
se ocasionan en la superficie de las células sanguineas ya que estan
expuestas constantemente al efecto genotdxico, el dafio ocasionado es
acumulativo ya que algunos compuestos como el monoéxido de carbono tiene
200 veces mas afinidad con la hemoglobina de tal forma que constantemente
esta generando carboxi-hemoglobina (Hale, Winlove, & Petrov, 2011).
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4. CAPITULO IV. PROCEDIMIENTOS

4.1. Poblacién

Para realizar el estudio citogenético de esta investigacion se tomé muestras de
19 individuos fumadores y 20 individuos no fumadores, de cada uno de ellos se
extrajo un tubo de sangre periférica con heparina como anticoagulante. Las
condiciones solicitadas a los individuos incluidos en el estudio fueron: acudir en
ayunas con una dieta que impedia el consumo de té, frutos rojos y sobretodo
horchata por una semana, previo a la toma de sangre venosa. Adicionalmente
se obtuvo un consentimiento informado de cada voluntario. Los individuos
incluidos en este estudio han debido fumar al menos 5 tabacos diarios. Es
importante recalcar que el estudio no se basa en los fumadores, sino en las
células sanguineas de personas fumadoras como modelo in vitro, las cuales

gue presentan un estrés oxidativo inducido por el habito de fumar.
Tabla 1.

Caracteristicas de los sujetos de estudio

FUMADORES NO FUMADORES
Cbédigo Sexo Edad Tabaco/dia Afos Caodigo Sexo Edad
FOO01 M 45 12 27 NF001 F 30
F002 M 35 15 18 NF002 M 33
F003 F 44 12 24 NF003 M 25
F004 F 33 6 15 NF004 M 37
F005 M 36 5 16 NFO05 F 31
FO06 F 24 5 1 NFO006 M 35
FO07 F 31 5 11 NFO07 F 32
F008 M 26 10 1 NF008 M 23
F009 M 25 5 5 NF009 F 24
FO10 F 23 5 1 NF010 M 36
FO11 M 23 7 7 NFO11 M 25
FO12 M 26 10 7 NF012 M 27
FO13 M 31 3 12 NF013 F 41
FO14 F 22 5 3 NF014 F 23
FO15 F 20 4 5 NF015 F 43
FO16 M 33 3 5 NF016 F 25



FO17 M N/A N/A N/A
FO18 M 23 5 5
FO19 M 26 6 10
F020 M 20 5 3

Nota: 2 El individuo FO17 no concluy6 el experimento.

4.2. Preparacion del cultivo in vitro

NFO17
NFO018
NFO019
NF020

<=<I7<ZL

21
23
38
38
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El procedimiento del cultivo se realiz6 en base al protocolo descrito por

Baserga, el cual consiste en un macrocultivo de linfocitos. La muestra de

sangre de las personas fumadoras y no fumadoras se coloc6 en un tubo con

heparina y se verificO que la sangre se encuentre totalmente cubierta con el

anticoagulante de tal forma que preserve la calidad de la muestra. El material

recolectado fue llevado inmediatamente a una camara de flujo laminar de

marca Termo Fisher Scientific, la cual se encontraba previamente esterilizada.

De igual manera se elaboré previamente el medio de cultivo RPMI 1640

(Gibco™), el cual fue suplementado segun se observa en la tabla 2, (Baserga,

1989).
Tabla 2.

Composicion del medio de cultivo

Medio RPMI 1640 (Gibco™)
Fitohemaglutinina (Gibco™)
Suero Fetal Bovino (Gibco™)

Antibiético Antimicético
(Gibco™)
HEPES Buffer (Gibco™)

100 ml

10ml

20ml

1,5 ml

1,5 ml
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L- Glutamina 200Mm 0,5 ml
(Gibco™)

Inmediatamente se realizo el tratamiento control en el cual se coloc6 4ml de
medio preparado con 1ml de sangre en un tubo Falcon™ de 15ml, mientras
que para los otros tratamientos se pes6 1mg/tratamiento de horchata liofilizada
y se resuspendio en 1 ml de medio RPMI 1640 previamente preparado, el cual
se pasO por un filtro de membrana con un tamafio de poro de 0,22 pm
(ipPORE™) para evitar cualquier tipo de contaminacién bacteriana. En el
primer tratamiento de estudio se colocd 3600 ul de medio y 400 pl de extracto
liofilizado de horchata (80 ug/mL), en el segundo tratamiento se utiliz6 3500 pl
de medio y 500 ul de extracto (100 ug/mL), finalmente a ambos se les agreg6 1
ml de sangre. Con una ligera inversion se procuré que la muestra quedara
totalmente inmersa. Finalmente los tubos cultivados se incubaron por 72 horas
a 37°C (Termo Fisher Scientific) (Ramos et al., 2014).

4.3. Procesamientos de cultivos

4.4.1. Analisis citogenético

Para este procedimiento se utilizé el protocolo descrito por Baserga, previo al
proceso se coloco 200ul de colchicina (KaryoMAX™) en todos los tratamientos
cultivados y se incubaron por una hora a 37 °C. Una vez pasado el tiempo de
incubacion los tratamientos fueron centrifugados (Hettich zentrifugen), para
obtener el botdon celular que fue el material de partida. Posteriormente se
elimind el sobrenadante en su gran mayoria y con la ayuda de una pipeta se
homogenizaron las células, cada tubo se sometio a una solucion hipotonica con
KCL al 0,54% e inmediatamente se incubd en el bafio maria a 37°C durante un
periodo de 25 minutos, esto permitié la expansion de las células. La fijacion de

las células se obtuvo con la solucién de Carnoy compuesta de metanol y acido
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aceético en proporcion 3:1, este ultimo procedimiento se repitidé por 4 veces y se
refrigerd por cuatro horas minimo (Baserga, 1989).

A continuacién, se realizé la extension de las muestras en placas portaobjetos
debidamente rotuladas, en cada una se colocé 18 gotas de la muestra y con la
ayuda de una plancha de calentamiento se dejé secar para posteriormente tefiir

con giemsa (Merk KGaA) por 10 minutos.

4.4.2. Bandeo cromosémico

Las placas extendidas de cada tratamiento se dejaron reposar por 24 horas sin
tefiir, previo al proceso de bandeo. Se mezclé 45 ml de NaCl al 0.9% con 5ml
de tripsina 0,25% (Gibco™), y se mantuvo a 37°C, antes del proceso de
bandeo. Una vez alcanzada la temperatura deseada en dicha solucién se
realizé el tratamiento de las placas durante 13 segundos con la solucién de
tripsina y posteriormente se lavé las placas en NaCl al 0,9% para finalizar la
accion de la enzima. Para la tincion se utiliz6 una solucion de 5ml de Giemsa
con 45ml de agua destilada durante cuatro minutos. El cariotipo fue analizado

en el microscopio Olympus BX51.

4.4.3. Diseio experimental

El presente estudio plante6 el analisis del efecto de una infusion de plantas
medicinales y aromaticas en los linfocitos de personas fumadoras in vitro. Para
ello se establecié un analisis de tratamientos con la prueba no paramétrica
Kruskal-Wallis, basada en esta se pudo analizar el efecto de la infusién de
horchata en el dafio provocado a los cromosomas por el estrés inducido en
células sanguineas de personas fumadoras. Se tomé en cuenta tres ensayos

que se realizaron en macrocultivos suplementados con la infusién y el ensayo
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control que es un medio de cultivo sin la misma. Asi mismo se analizé la
poblacion control que son aquellas personas libres de tabaco. Esto permitié
plantear la prueba no paramétrica para muestras independientes en donde se
determind si existe 0 no una relacion entre la variable de respuesta y el factor
de estudio. Siendo la variable de respuesta la frecuencia de aberraciones
cromosomicas y el factor de estudio el posible efecto antigenotdxico de la
horchata. Asi se establecio si la infusidbn de horchata tuvo alguna influencia
positiva en los linfocitos ya sea de personas fumadoras o no fumadoras., esto
fue realizado mediante el software SPSS (Bausela Herreras & Mide Petra,
2005).

4.4.4. Evaluacién estadistica de los resultados

El conteo y analisis cromosomico se realiz6 mediante el software CytoVision,
se analizaron este permitié ver como minimo 50 metafases por tratamiento en
cada individuo para la determinacion de frecuencia de AC. Una vez planteada
la frecuencia, la significancia de cada resultado se establecié por medio de la
prueba de U de Mann-Whitney en torno al andlisis de las dos poblaciones que
mide incidencia de AC en los individuos control y de estudio. Asi también se
analizd con el coeficiente de correlacion de Pearson la posible correlacion de
las caracteristicas de individuos fumadores con el porcentaje de AC.
Finalmente se establecié si la diferencia entre los tratamientos es significativa
para determinar el efecto antigenotoxico, estudiando las tablas generadas por
SPPS con la prueba de Kruskal- Wallis que permitié establecer si dentro de los

ensayos alguno tuvo mayor relevancia en torno a la variable de respuesta.

5. CAPITULO V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.5. Anélisis de resultados de los fumadores
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Se analizdé un total de 39 sujetos que consisti6 de 19 fumadores y 20 no
fumadores. De los voluntarios fumadores el 89,4% tienen entre los 20 y 35
afos, unicamente el 10,52% de ellos llegan a los 45 afios; la media de tabacos
es de 7 por dia con un tiempo promedio de consumo de 5 afios. Los no
fumadores en cambio se utilizan como un control de andlisis basado en una

poblacion libre de tabaco.

El test de aberraciones cromosomicas permite evaluar los efectos genotoxicos
que podrian ocasionarse por el consumo de tabaco, estos resultados se
pueden observar en la tabla 3. El ensayo se repiti6 en los 19 voluntarios y
basado en la estadistica se pudo determinar una correlaciéon muy baja de la
edad, el nimero de tabacos y los afios que llevan fumando con el porcentaje
de aberraciones cromosomicas, esto de acuerdo al nivel de significancia que
fue de 0,631, 0,954 y 0,487 respectivamente, todos mayores a 0,005. Otras
investigaciones, realizadas por Sierra y sus colaboradores encontraron una
correlacion positiva entre la frecuencia de aberraciones cromosémicas y la
intensidad que tienen con el habito de fumar (Sierra, Arboleda, Hoyos, & Sierra,
2004). De igual manera, en un estudio realizado con fumadores pasivos se
logré determinar que existe una correlacion entre los niveles de cotinina con la
frecuencia de aberraciones cromosomicas, lo cual podria significar que también
se relacione con el nimero de tabacos, ya que, a mayor cantidad se va a
producir mas cotinina en los desechos bioldgicos (Balachandar, Kumar,
Suresh, & Sasikala, 2008).

En este trabajo la edad, el nimero de tabacos o los afios que llevan fumando
fueron variables independientes del nimero de aberraciones cromosémicas
que se presentaron, esto puede deberse a una serie de factores en los que
influye el estilo de vida de cada persona y que va a determinar si estas siguen
una tendencia, ademas de esto el tamafio de la poblacién pudo influir para

poder establecer una relacion de las caracteristicas con los resultados
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citogenéticos. Por otro lado, algunos estudios realizados por Haveri¢ y otros
autores han determinado que la intensidad y el niamero de afios que las
personas hayan fumado son factores importantes que van a influir en el dafio
del DNA (Haveri¢, Haveri¢, & lbrulj, 2016). Como se mencioné antes, aunque la
edad y el género no significaron factores relevantes para correlacionar con la
frecuencia de aberraciones, se ha demostrado que la edad podria ser un factor
crucial para la formacion de aneuploidias o enfermedades ligadas al nUmero de
cromosomas (Dumanski et al., 2015; Haveri¢ et al., 2016). Las alteraciones
numeéricas encontradas en esta investigacion no se presentaron en una
frecuencia significativa que permita relacionar con la ingesta del tabaco. Lo
mas probable es que se hayan producido por el procesamiento de las muestras
(Haveric¢ et al., 2016).

Tabla 3.

Frecuencia de aberraciones cromosdmicas de los fumadores en funcion del

consumo de tabaco

FUMADORES

CODIGO  Sexo Edad Tabaco/dia Afios % AC
FOO1 M 45 12 27 6
F002 M 35 15 18 10
FO03 F 44 12 24 10
F004 F 33 6 15 10
FOO05 M 36 5 16 6
FO06 F 24 5 1 6
FO07 F 31 5 11 4
FOO08 M 26 10 1 10
FO09 M 25 5 5 6
FO10 F 23 5 1 10
FO11 M 23 7 7 8
FO12 M 26 10 7 4
FO13 M 31 3 12 4
FO14 F 22 5 3 10
FO15 F 20 4 5 6
FO16 M 33 3 5 6
FO18 M 23 5 5 10
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5.6. Analisis de resultados entre fumadores y no fumadores

Los resultados del presente estudio confirmaron que los fumadores tienen una
frecuencia mas alta de aberraciones cromosémicas que los no fumadores esto
basado en las diferencias estadisticas entre los tratamientos control de ambas
poblaciones que se realizd con una prueba de U de Mann-Whitney, en el cual
se obtuvo un rango promedio de 28.76 en la frecuencia de los fumadores frente
a un 10,24 de los no fumadores (tabla 4). El estadigrafo fue de 4,500 y el valor
p<0,05 lo que indica diferencia entre los tratamientos, por ende, la frecuencia
de aberraciones cromosémicas difiere entres fumadores y no fumadores
(Martinez, 2018; Smalheiser & Smalheiser, 2017).

La incidencia de gaps y roturas se muestra en la tabla 5 y las ilustraciones en el
anexo 7, en base al andlisis citogenético se pudo notar que las aberraciones de
tipo cromatidico son el tipo de aberraciones cromosémicas mas frecuentes
tanto en fumadores como en los no fumadores y las de tipo cromosémico se
presentaron Unicamente en el grupo de los fumadores (anexo 7 y 8). Esto se
podria relacionar con el humo de cigarrillo que se introduce al cuerpo, el cual
puede generar varias alteraciones en el estado normal de un ser humano, por
lo tanto, reorganiza de alguna manera el material hereditario que provoca
mutaciones genéticas y aberraciones cromosomicas (Reddy, Devi, Vidyullatha,
Prasad, & Reddy, 2000). Los resultados son consistentes con los estudios
reportados por Christobher y sus colaboradores, en donde se indica que las
frecuencias de AC son mayores en el grupo expuesto al humo del tabaco y que
por lo general predomina las aberraciones de tipo cromatidico. Por lo que, se

ha demostrado que fumar genera un efecto considerable en la formacion de
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aberraciones cromosémicas de sujetos expuestos al tabaco (Christobher et al.,
2017).

Investigaciones previas han analizado el efecto directo de la nicotina en las
células llegando a determinar resultados similares que indican un aumento
significativo de AC estructurales en comparacion con el control negativo
(Ginzkey et al., 2014). Cabe recalcar que, aunque todas las células tienen la
capacidad de repararse muchas veces las lesiones que se producen por
efectos genotdxicos no logran hacerlo correctamente (Natarajan & Palitti,
2008). Esto puede desencadenar una serie de efectos nocivos en el organismo
que faciliten la formacién de AC de tipo cromosémico y de cromatide que son
indicadores predictores de generar cancer, y que se han reportado en estudios
de cohortes con linfocitos humanos (Hagmar et al., 1998; Norppa et al., 2006).

Tabla 4.

Frecuencia y tipo de aberraciones cromosomicas en las células sanguineas de

personas fumadoras y no fumadoras

FUMADORES NO FUMADORES

Tratamiento = Tipo Tipo Total Tipo Tipo Total
cromatidico cromosdmico = %AC cromatidico = cromosOmico = %AC

Gap /roturas  Gap/ Gap [/ Gap/roturas
roturas roturas
6,05% 0,60% 757 26% N/A 2,6 +
Control (0) + 1
2,30

Nota: En el total de aberraciones cromosémicas se presenta la frecuencia de AC = la

desviacién estandar.
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Tabla 5.

Resultados estadisticos de la frecuencia de aberraciones cromosdmicas en

ambas poblaciones, realizada con la prueba de U de Mann-Whitney

Rangos
Rango Sumade
Pablacidn N promedio rangos
Frecuencia AC  Frecuencia_AC_Fumadar
- - 19 28,76 546,50
EH
Frecuencia_AC_Nfumad
) - 19 10,24 164,50
0res
Total 38
Estadisticos de prueba®
Frecuencia_A
C
U de Mann-Whitney 4,500
W ode Wilcoxon 194,500
» |z -5,390
Sig. asintdtica (bilateral) 000
Significacién exacta [2* b
(sio. unilateral)] 000

5.7. Analisis del efecto antigenotdxico de la horchata lojana

La investigacion realizada entre los fumadores y no fumadores se estratificd en
ensayos basados en cultivos con extracto en dos concentraciones y el ensayo
control sin el mismo. El andlisis estadistico para determinar el efecto de la
horchata en los tres tratamientos se realiz6 a través de la prueba de Kruskal-
Wallis que determind que no existe diferencia significativa entre los tres
tratamientos, con un valor p de 0,266 y 0,288 para los fumadores y no
fumadores respectivamente (Anexos 5 y 9). Esto se puede observar
graficamente en la figura 13 en donde se ha tomado la mediana de cada
ensayo con respecto a la formacion de aberraciones cromosomicas, ademas se
observan los valores de la frecuencia de AC * la desviacién estdndar de cada
tratamiento en el anexo 10, lo que indica que en el analisis total de alteraciones
estructurales no se presenta diferencia relevante. Estos resultados pueden
deberse a que las alteraciones que se provocan en una persona por cualquier

influencia genotoxica se producen en errores previos del DNA gue se vuelven
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irreversibles e irreparables y finalmente conduce a la carcinogénesis
(Asaithamby et al., 2011; Tucker & Preston, 1996). Sin embargo, las células de
un fumador acumulan o0 se someten a sustancias quimicas que generan
efectos de constante estrés oxidativo en las células, razén por la que se
considera la formacion de nuevas alteraciones in vitro y que podrian minimizar
su desarrollo al estar presente un agente antioxidante o antiogenotdxico
(Donohue, 2006; Isik, Ceylan, & Isik, 2007; Rao, Ande, Sinha, Kumar, & Kumatr,
2016).

Como se menciond anteriormente las aberraciones de tipo cromosémico se
presentaron Unicamente en los fumadores, lo cual podria estar relacionado con
el estrés celular que presenta el fumador al haberse sometido por mucho
tiempo al tabaco (Isik et al., 2007). Las aberraciones de tipo cromatide se dan
en la fase G2 de la mitosis cuando el DNA post-sintético ha sido sometido a
cualquier efecto de alguna sustancia mutagénica o genotoxica que impide su
formacion normal y provoca el cambio estructural del brazo de un solo
cromosoma. En cambio las aberraciones del cromosoma se forman en la
mitosis en la fase G1 cuando se est4d formando el DNA pre-sintético e
involucran ambas cromatidas (Revell, 1974). Cabe recalcar que, las
aberraciones cromosomicas que alteran ambas cromatidas se presentaron en
menor cantidad en los tratamientos con horchata y fueron mas frecuentes en el
control de las personas fumadoras, esto se puede observar en la figura 14, que
sefala la suma de alteraciones totales de la poblacion de estudio y que indica
una notable disminucién de AC que implicaria un posible efecto antigenotdxico
de la horchata. Esto puede deberse a que in vitro se esté generando una
interaccibn con los agentes genotdxicos del tabaco, permitiendo darles
estabilidad a las células y protegerlas contra el dafio cromosémico mediado por

el estrés oxidativo.
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Figura 15. Mediana de la frecuencia de aberraciones cromosémicas en

personas fumadoras con el extracto liofilizado de horchata y sin el mismo.

Nota: Las barras de error se refieren a la variabilidad biologica representada como error tipico.
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Figura 16. Sumatoria de la frecuencia de aberraciones de cromosoma que se
presentaron en personas fumadoras con el extracto liofilizado de horchata y sin

el mismo.

Nota: Las barras de error se refieren a la variabilidad biolégica representada como desviacion
estandar.
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Hasta donde se ha investigado no se han encontrado estudios que relacionen
el extracto de horchata lojana como una posible bebida antigenotoxica en
personas que consumen tabaco basado en un estudio a nivel cromosomico.
Sin embargo, si se han tratado células de cancer en donde se trabajé con la
horchata para medir el efecto genotdéxico a través de un ensayo de
microndcleos que determind una diminucion en el dafio al DNA (Bailon et al.,
2017). En esta investigacion es probable que se necesite un numero de
muestra mas grande que siga un patron en la poblacién de tal forma que
permita analizar un mismo resultado en base al efecto genotdxico. Podria
deberse también al andlisis directo de un modelo celular en el cual es probable
que sea mas evidente la accion de la horchata, ya que, si la investigacion es
realizada en células sanas sometidas directamente a un agente toxico como el
HgCl ,, de alguna manera provocan un dafio mas evidente lo que permitiria
evidenciar la accion de un agente genotéxico y su posible antigenotoxico. Es
asi como se podria determinar la accion in vitro que se produce al generar una
estabilidad celular como lo hicieron Patel y Rao en su investigacion,
determinando una 6ptima actividad de la melatonina como antigenotoxico
comercial que impide la formacion de aberraciones cromosomicas en células

expuestas al metales pesado (Patel & Rao, 2018).

5.8. Analisis de bandas en las poblaciones de estudio

En el anexo 8 se puede observar algunas imagenes de los cariotipos
analizados con bandeo GTG de los voluntarios. En esta se puede observar la
diferenciacion y caracterizacion citogenética de los cromosomas de cada
individuo lo cual determind que todos presentaron un cariotipo normal, sin la
presencia de algun otro factor o alteracion cromosdmica de tipo clinico (Huang

& Chen, 2017; Miller & Therman, 2001) . Esto tienen sentido ya que la mayoria
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de las personas que forman parte de esta investigacion no presentan ninguin

tipo de enfermedades genética heredada a si misma.
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Figura 17. Metafase y cariotipo normal de un individuo masculino fumador.
Imagenes obtenidas por la autora microscépicamente en el software

CytoVision.
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Figura 18. Metafase y cariotipo normal de un individuo masculino fumador.
Imagenes obtenidas por la autora microscopicamente en el software

CytoVision.
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Figura 19. Metafase y cariotipo normal de un individuo masculino no fumador.

Imagenes obtenidas por
CytoVision.

la autora microscopicamente en el

software
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6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1. Conclusiones

Dados los resultados obtenidos en la presente investigacion se puede afirmar
gue no existe una correlacién positiva en torno a la formaciéon de alteraciones
cromosomicas en las personas fumadoras frente a las caracteristicas de cada
individuo. Lo cual resulta contradictorio con otros resultados basados en otras
investigaciones, sin embargo, es importante recalcar que dichos resultados
pueden verse influidos por el tamafio de la muestra. Ademas de ello se puede
afirmar que la incidencia de gaps y roturas fue mayor en la poblacién que
consume tabaco con una significancia p>0,05 menor a la establecida en el
estadistico de U Mann Whitney, esto nos sefiala que existe una diferencia
relevante entre los controles de estudio de ambas poblaciones, lo cual, muestra
los posibles efectos genotdxicos que puede estar desencadenado en el sistema
biolégico de cada voluntario expuesto al tabaco. Esto de alguna manera esta
provocando cambios irreversibles en el DNA ya que las AC son conocidas
como los puntos intermedios antes de presentarse la carcinogénesis. De esta

manera se confirma el efecto clastogénico del tabaco.

Finalmente se logré determinar el efecto que estd desencadenado la horchata
liofilizada a nivel celular, determinando el andlisis de aberraciones
preexistentes y las que se formen en el cultivo por el constante estrés celular
de una persona fumadora. De tal forma que se presenta un porcentaje de
alteraciones estructurales que disminuyen su formacion en los ensayos con
horchata, por lo que probablemente se estabilice el estrés oxidativo ocasionado
en las células. Es decir que, no logra reparar las que se formaron con
anterioridad, pero es probable que si disminuya la formacion de nuevas
alteraciones cromosomicas. Donde el extracto juega un papel crucial como una
mezcla con actividad biolégica atil para evitar dafios provocados por agentes

genotoxicos. Es decir que esta investigacion otorga informacion novedosa
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como base de futuros estudios tanto a nivel celular, asi como también en

modelos in vivo.

6.2. Recomendaciones

Para futuros estudios se recomienda utilizar una mayor cantidad de voluntarios
ya que esto podria generar una correlacion positiva entre las caracteristicas de
los individuos de estudio y la frecuencia de AC, y mejorara la congruencia de
los datos.

Otra forma de mejorar la precision en la investigacion es utilizando una
exposicion directa del agente genotéxico sobre las células sanas de personas
no fumadoras ni expuestas a ningun agente mutagpenico, esto debido a que, el
efecto seria ain mas dafiino y es probable que la accion de la horchata se
pueda medir en mayor cantidad por lo que tendra un mayor soporte el uso de

esta bebida como una mezcla antioxidante.

Para demostrar la eficacia de cualquier alimento, planta o fruto como un
antioxidante o antiogenotoxico es fundamental que esta investigacion sea
realizada in vivo con el fin de comprobar que los resultados del modelo in vitro

no difieren uno del otro.

Adicionalmente, es fundamental que se complemente con el andlisis de otros
parametros a través de pruebas bioquimicas, con el objetivo de obtener

resultados mas integrales y completos.
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Anexo 1. Tabla con las 71 plantas que componen la horchata lojana.

Adaptado de (Rios et al., 2017).

Taxonomia o Nombre Nombre Partes a Usos
Familia nativo cientifico utilizar en terapéutico
la infusiébn s
Adoxaceae Sauco Sambucus Flor Sedante,
nigra Hepatico,
disminuye
la
hinchazén
Amaranthaceae Escancel Aerva Hojas Antiinflamat
sanguinolenta  punteagud orio,
as, sin raiz  diurético,
reparador
Moradilla Alternanthera Rama, flor  Antiinflamat
porrigens orio, tonico,
analgésico
Ataco Amaranthus Hierba, Carminativ
caudatus L. inflorescen o,
Amaranthaceae cia circulacion,
diurético,
hepatico
Sangorache = Amaranthus Hoja joven Anti fluidos,
hybridus L. vulnerario,
diurético
Chulku, Iresine diffusa Hojas Sedante vy
antiinflamat
orio
Tigrecillo Iresine herbstii  Hojas Analgésico,

diurético




Hinojo Foeniculum Planta Antiespasm
vulgare robusta odico,
Apiaceae emenagogo
galactégen
0y ténico
Culantrillo Diseccion Planta sin Carminativ
Niphogeton raiz o] y
analgésico
Asclepiadaceae Cola de Orthosia Tallo sin Remineraliz
caballo ellemannii hojas ante y
antiinflamat
orio
Asteraceae Lancetilla Gamochaeta Tallos Antidiurétic
americana erectos o,
circulacion
de la
sangre
Manzanilla Matricaria Flor Sedante,
recutita L. pequefia analgésico,
digestivo
Zeraja o Sonchus Arbusto sin  Antinflamat
Kana yuyu oleraceus L. raiz orio,
presion
alta,
Asteraceae hepatico
Anis Tagetes filifolia  Hierba Digestivo,
colico
severo,
sedante,
carminativo
Diente de Taraxacum Flor Antiinflamat




ledn officinale orio,
hepatico,
depurativo
Begoniaceae Begonia Begonia x Flor y tallo Ténico o
tuberhybrida carnoso sedante
Boraginaceae Borraja Borago Flor Emenagog
officinalis L. 0 y
analgésico
Brassicaceae Alheli Matthiola Flor Cardiotonic
incana (L.) amarilla o] y
analgésico
Caryophyllacea Clavel Dianthus Flores 0o Reparador,
e caryophyllus L.  pétalos sedante vy
antiinflamat
orio
Commelinacea Calcha Tradescantia Hojas Sedante o
e zebrina Heynh febrifugo
Calcha Callisia repens  Hojas Hipotensor
Equisetaceae Cola de Equisetum Ramas Antiinflamat
caballo bogotense orio,
Kunth hepatico vy
diurético.
Caballo Equisetum Planta Antinflamat
chupa o cola giganteum L. completa  orio y
de caballo menos la depurativo
raiz
Fabaceae Tintanil Indigofera Flores Disminuye
suffruticosa Mill la
inflamacion
y actia
como

toénico




Gentianaceae Canchalagua Centaurium Planta Tobnico,
erythraea Rafn  completa  antinflamat
orio y para
la
circulacion
de la
sangre
Geraniaceae Aguijilla Erodium cf. Ramas Tonico vy
cicutarium antinflamat
orio
Esencia de Pelargonium Hojas Diurético,
rosa o malva graveolens evita la
diarrea,
Geraniaceae sedante y
analgésico
Malva Pelargonium Ramas Analgésico,
olorosa odoratissimum antiinflamat
orio,
carminativo
, ténico
Geranio rojo  Pelargonium Flores, Diurético,
zonale pétalos vulnerario o
antiséptico
Toronjil Melissa Ramas Cardioténic
officinalis L. gruesas o,
Lamiaceae digestivo,
ténico
Hierba buena Mentha X Hojas sin Descongest
piperita L. flor iva,
analgésico,
Lamiaceae carminativo
Menta negra Mentha spicata Hojas Tonico,




L. antitoxico,
carminativo
Albahaca de Ocimum Hojas Antidiarreic
sal o negra basilicum L. 0,
digestivo,
hepatico,
sedante
Albahaca Ocimum Hojas Reparador,
blanca 0 campechianum anti-
dulce Mill. digestivo,
analgésico,
carminativo
Linaza Linum Semillas Diurético,
usitatissimum digestivo,
Linaceae L. hepatico
Malva rosa o Alcearoseal. Flores Tonico,
malvén analgésico
Malvaceas
y
depurativo
Malva blanca Malva arborea  Flor, hoja  Antiinflamat
o altea orio y
ténico
Malva blanca Malva parviflora Flores y Depurativo,
o alta L. hojas ténico y
antinflamat
orio
Myrtaceae Arrayan Myrcianthes Hojas Descongest
hallii ionante,
restaurador
a, y
hepatica
Onagraceae Pena de la Fuchsia Flores Sedante vy




montafia harlingii antinflamat
oria
Pena grande Fuchsia hybrida Flores Analgésico
0 roja estomacal,
antiflu,
antinflamat
orio
Onagraceae Pena pena Fuchsia Flores Sedante o
rosa loxensis cardiotonic
0
Pena pena Fuchsia Flores Calmante o
morada magellanica sedante
Flor de reina  Ludwigia Flores Antiinflamat
nervosa (Poir.) orio y
H. Hara calmante
Shullu Oenothera Planta Digestivo,
rosea L'Her. ex completa hepético y
Aiton sinlaraiz  antinflamat
orio
Orchidaceae Maywa en Epidendrum Flores Calmante,
kichwa jamiesonis diurético y
Rchb. F. hepatico
Oxalidaceae Chulku en Oxalis Ramas Anti-
kichwa corniculata L. finas diarrea,
reparados y
diurético
Congona del Peperomia Planta Calmante,
cerro galioides completa analgésico
Piperaceas estomacal,
diurético
Congona Peperomia Planta Analgésico
negra o de ilaloensis entera y calmante




castilla

Congona Peperomia Ramas Calmante,
Piperaceas grande inaequalifolia largas dirético,
hepatico
Waviduca de Piper Hojas Antiséptico,
dulce crassinervium completas analgésico
estomacal
Plantaginaceae Llantén Plantago major Planta Vulnerario,
L. completa  analgésico
sin raiz estomacal,
diurético
Poaceae Hierba luisa  Cymbopogon Hojas Calmante,
citratus dirético,
analgésico
Gramadulce Cynodon Ramas Hepatico,
dactylon finas diurético,
antinflamat
orio
Cebada Hordeum Semillas Digestivo,
vulgare L. calmante y
antinflamat
orio
Polypodiaceae Calawala Niphidium Raices Hepatico vy
crassifolium (L.) diurético
Proteaceae Cucharillo, Oreocallis Flores Agente
gafil grandiflora hipoglicémi
co,
hepatico vy
digestivo
Pteridaceae Doradilla Pityrogramma Hojas Restaurado
plateada, ebenea r,

analgésico




estomacal,

calmante.
Rosaceae Saucillo Alchemilla Ramas Analgésico
aphanoides
Fresa salvaje Duchesnea Hojas Limpiador y
indica reparador
Rosa de Rosa cymosa Flores Digestivo,
Rosaceae castilla calmante y
tonico
Pimpinela Sanguisorba Flores Depurativo,
minor  subsp. hojas sedante vy
muricata. hemostatic
0
Rutaceae Naranja o Citrus x junos Hojas Digestivo,
naranjo calmante y
analgésico
estomacal
Mortifio 0 Solanum Hojas Febrifugo,
hierba mora  americanum analgésico
Solanéceas estomacal.
digestivo
Flor de Streptosolen Flores Desinflama
quinde o del jamesonii nte
sol
Cadillo Triumfetta Flores Diurético,
semitriloba hojas astringente,
Tiliaceae analgésico
Cedrén Aloysia triphylla Flores Cardiotonic
Royle hojas 0,
Verbenaceae reparador,
analgésico

estomacal,




carminativo

Violeta Viola odorata L. Flores

Depurativo,
evita
problemas
bronquiales
, vulnerario,
antiinflamat
orio,
digestivo,

antitusivo

Violaceae Pensamiento Viola tricolor L.  Flores

Antiflu,
analgésico,
febrifugo,
antiinflamat
orio,
antiséptico,
ronquera,
antidiarreic

0.

Zingiberaceae  Cafa agria Hedychium Vastagos

coronarium

Antiinflamat
orio,

antiséptico,
elimina sal
y agua del

cuerpo.

Anexo 2. Andlisis estadistico de la correlacién de los afios de consumo del

tabaco con la frecuencia de aberraciones cromosoémicas.



Correlaciones
Afos_Consu AC_Control_F

mao umadores

Rho de Spearman Aflos_Consumo CDEﬂcien}e de 1,000 - 170
correlacian

Sig. (bilateral) i A48T

M 19 19

AC_Control_Fumacdores Cueﬂcieqte de - 170 1,000
correlaciaon

Sig. (hilateral) 487 .

M 19 19

Anexo 3. Andlisis estadistico de la correlacion de la edad de los fumadores

con la frecuencia de aberraciones cromosémicas.

Correlaciones
Edad_Fumad  AC_Control_F

ores umadores
Rho de Spearman  Edad_Fumadores Cueﬂcien}e de 1,000 -118
correlacian
Sig. (bilateral) A3
M 19 19
AC_Control_Fumadaores Cueﬂcien}e e -118 1,000
correlacian
Sig. (hilateral) 63
M 19 19

Anexo 4. Analisis estadistico de la correlacion del nUmero de tabacos que

consumen los fumadores con la frecuencia de aberraciones cromosémicas.



Correlaciones
Mimero_taba  AC_Control_F

oS umadores

Rhode Spearman  Ndmero_tabacos CDeﬂcien}e de 1,000 014
correlacian

Sig. (bilateral) . 954

M 19 19

AC_Control_Fumadores ~ Coeficiente de 014 1,000
correlacion

Sig. (hilateral) 954 .

M 18 19

Anexo 5. Andlisis estadistico de los tres tratamientos dentro de los
fumadores, por medio de la prueba de Kruskal-Wallis para muestras
independientes y el valor p que indica igualdad de frecuencia entre los

ensayos analizados.

Prueba de Kruskal-Wallis

Rangos
Rango
Tratamientos M promedio
Frecuencia_AC  Control_sin_extracto 19 33,05
Con_g0_extracto 19 29,37
Con_100_extracto 19 24 58

Total 57




Estadisticos de |:|ru«\=.-l:-aﬂ’h

Frecuencia_A

C
H de Kuskak-Wallis 2,649
al 2
Sig. asintdtica 266

Anexo 6. Andlisis estadistico de los tres tratamientos dentro de los no
fumadores, por medio de la prueba de Kruskal-Wallis para muestras

independientes y el valor p que indica igualdad de frecuencia entre los
ensayos analizados.

Prueba de Kruskal-Wallis

Rangos
Rango
Tratamientos M promedio
Frecuencia_AC Control 149 32,11
Ext_80 19 27,45
Ext_100 19 27,45
Total a7

Estadisticos de p-ruebnatﬂ"h

Frecuencia_A

C
H de Kruskal-Wallis 24483
al 2
288

Sig. asintatica




Anexo 7. Imagenes de la metafase de algunos voluntarios fumadores

Las imagenes no se muestran por proteccion de la propiedad intelectual

Metafases de fumadores: En la imagen 1 y 2 se puede observar roturas de cromatide; en la 3,
4, 5 y 6 metafases normales después de ser sometidas al extracto de horchata. Imagenes por

microscopia tomadas por la autora en el software CytoVision.

Anexo 8. Imagenes de la metafase de algunos voluntarios fumadores

Las imagenes no se muestran por proteccion de la propiedad intelectual

Metafases de fumadores: En la imagen 1 metafase con gap de cromosoma, en la 2 se puede
observar un gap cromatide; en la 3, 4, 5 y 6 metafases normales después de ser sometidas al
extracto de horchata. Imagenes por microscopia tomadas por la autora en el software
CytoVision.

Anexo 9. Imagenes de la metafase de algunos voluntarios no fumadores

Las imagenes no se muestran por proteccion de la propiedad intelectual

Metafases de no fumadores: En la imagen 1 y 2 se puede observar roturas de cromatide; en la
3, 4, 5 y 6 metafases normales después de ser sometidas al extracto de horchata. Imagenes

por microscopia tomadas por la autora en el software CytoVision.

Anexo 10. Frecuencia y tipo de aberraciones cromosomicas en las células

sanguineas de personas fumadoras y no fumadoras.

Esta tabla no se muestra por proteccion a la propiedad intelectual

Nota: En el total de aberraciones cromosomicas se presenta la frecuencia de AC % la

desviacién estandar.








